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Soguk plazma bipolar iyonizasyon antiseptik aktivite degerlendirilmesi
Yazar ve Miitercim: Dr. Marcia Oliveira, msouo@unileon.es

Test Rapor Ozeti

e Test, ispanya Savunma Bakanligi'ndan INTA Biyolojik Savunma Laboratuvari isbirligi ile 4-14
Mayis 2020 tarihleri arasinda Madrid'deki T4 havalimani terminalinin B & B oteli odasinda
gerceklestirildi. Test sonuglari, ispanya Savunma Bakanligi INTA Direktorii tarafindan
onaylanmistir.

Testin amaci, test odasina nebiilize edilen SARS-CoV-2 temsili bakteriyofaj MS2'yi azaltmak igin
etkili bir teknoloji olarak Plazma Hava iyonizasyon tekniginin etkinligini 6lcmekti. Plazma Hava
tipi Plasma Air International ekipmani, Hava Besleme Kanali fan coil tinitesinin test alan girisine
monte edildi.

Bakteriyofaj MS2, biyolojik risk 1 grubuna ait oldugu icin secilmistir (birey ve toplum icin
risksiz veya cok diisiik risk) (ispanyol Kraliyet Kararnamesi 664/1997). Ek olarak, bakteriyofaj
MS2, genellikle hava yoluyla bulasan viris testinde temsili olarak kullanilir ve SARS-CoV-2
gibi bir temsili insan patojenik virtist olarak kullanim i¢in uygun bir se¢imdir.

Havada yaklasik 2 log birimlik bir bakteriyofaj azalmasi elde edildi, bu da iyonizasyona
sadece 10 dakika maruz kaldiktan sonra neredeyse % 99 azalmaya karsilik geliyor. Litfen
asagidaki sekle bakiniz.
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« Vargl: Elde edilen sonuclardan, Plazma Hava bipolar soguk plazma iyonizasyon sisteminin
test edilen kosullar altinda, odadaki hava bakteriyofaj MS2 konsantrasyonunu yaklasik % 99 ve
masa ve maske gibi test edilen yiizeylerde yaklasik % 80 azaltmada etkili oldugu sonucuna

varilabilir.

Marcia Oliveira, PhD
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1. Objeto

El objeto del presente informe es la evaluacién de la actividad germicida de la tecnologia de ionizacién
bipolar por plasma trio sobre el bacteri6fago MS2 vy la bacteria Escherichia coli, aplicada en ambientes
interiores (habitacién de un hotel).

2. Antecedentes

Con fecha 30 de abril de 2020, por parte de la empresa Soluciones de Aire y Agua Tayra S.L. se solicit6 al
Dpto NBQ de la SDGSISTTER el apoyo para la realizacién de diferentes ensayos al objeto de evaluar la
actividad germicida de la tecnologia de ionizacién bipolar por plasma trio para su aplicacién en la
descontaminacién de ambientes interiores.

El desarrollo de los ensayos en su lase de aerosolizacién del virus MS2 y recogida posterior de las muestras
se realize en una habitacién del Hotel B and B T-4 Aeropuerto. El resto de los ensayos se hicieron en el
laboratorio de Defensa Biol6gica del INTA-Campus La Maranosa-

El laboratorio del Area de Defensa Biol6gica del Dpto NBQ dispone de elementos de contencién, equipos
y procedimientos requeridos para el trabajo con agentes biol6gicos pertenecientes al grupo de riesgo 2 0
inferior, de acuerdo con las recomendaciones de la O.M.S. en el "Manual de Bioseguridad" y tambien segun
la Directiva del Consejo 90/679/CEE, para la proteccién de los trabajadores expuestos a agentes biol6gicos.

El personal del Area de Defensa Biol6gica del INTA cuenta con un plan de formacién y cualificacién que
los capacita para manipular agentes biol6gicos de forma segura a traves de la realizacién de diferentes
cursos relacionados con la prevencién de riesgos en el laboratorio quimico-biolégico y han desarrollado su
actividad en el campo de la detecci6n y diagn6stico de agresivos biol6gicos.

El laboratorio dispone asimismo de un Sistema de gestién de residuos quimicos y biol6gicos, que incluye
formaci6n del personal a traves de cursos de Gestién de residuos t6xicos y peligrosos, lo que permite una
correcta segregaci6n y almacenamiento de los mismos. La eliminacién de estos es llevada a cabo por
empresas autorizadas que ofrecen toda la garantfa de no contaminar el medio ambiente, segun la Orden
de 18 de octubre de 1976 (M. Ind., 8.0.E. 3.12.1976, reel. 23.2.1977), sobre Prevencién y Correccién de la
contaminacién atmosferica de origen industrial, y el Real Decreto legislativo 1302/86 de 28.6, (M. Obras Pub.,
8.0.E. 30.6.1986) sobre Evaluacién de impacto ambiental.

La tecnica de la ionizacién bipolar de Plasma air consiste en aplicar un campo electrico al aire de modo
gue se generen iones positivos y negativos. Los iones atacan la membrana del virus dejando expuesto
su ARN a la oxidacién, inactivandolo. En diferentes estudios se han probado que el virus es
transmisible por el aire y que los sistemas de aire acondicionado pueden favorecer su dispersion.

Se realizaron un total de 4 ensayos, de los cuales dos aportaron inicialmente ninguna conclusién, siendo
necesario la repeticién de uno de ellos. A continuacién, se explicara con detalle el diseio experimental para
cada ensayo y sus resultados.

De una manera general, el disefio experimental elaborado inicialmente se muestra en la figura 1.
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Preparacion bacteriofago y bacteria en laboratorio

J
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Dispersion del bacteridéfago en el aire
(0,2pm)

Muestreo antes de ionizacion

ﬂ 5

[ Aire

g

“Airsampler | Biocapture
Impactacion Impactacion
_en placa Petri en liquido

—

[ Superficies ]

I

Método

hisopo (swab)

oo onon oo onn oo -
e, — -

~

[ Muestreo después de ionizacidn ]

Figura 1. Esquema general del proyecto de ionizacion.

3. Muestras, Objetos e items recibidos

produce particulas muy pequenas

En todos los ensayos realizados se tomaron muestras liquidas mediante un biocolector o impactador en
medio liquido (Biocapture); muestras sdlidas mediante biocolector o impactador en medio sélido
(AirSampler), y muestras de superficies mediante hisopo humectado en tampén SM, en diferentes

posiciones de la habitacion a ensayar y en diferentes tiempos.

En las siguientes tablas (tabla | — tabla IV) se exponen las muestras recogidas en cada uno de los ensayos

realizados.

Tabla I. Muestras recogidas en el ensayo 1 (control positivo, ensayo con bacteriéfag

después de |la nebulizacion.

Muestra de aire recogida alrededor de la cama de la habitacion,
LA utilizando un impactador en medio liquido (Biocapture), 5 minutos 1

después de la nebulizacion.,

Muestra de aire recogida alrededor de la cama de la habitacion,
LB utilizando un impactador en medio liquido (Biocapture), 30 minutos 1

s1 Muestra de aire recogida en posicién 1, utilizando un impactador en
medio sélido (AirSampler), 5 minutos después de la nebulizacién.

s2 Muestra de aire recogida en posicién 2, utilizando un impactador en
medio soélido (AirSampler), 5 minutos después de la nebulizacién.
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Muestra de aire recogida en posicién 3, utilizando un impactador en
medio solido (AirSampler), 5 minutos después de la nebulizacion.

Muestra de aire recogida en posicion 4, utilizando un impactador en
medio solido (AirSampler), 5 minutos después de la nebulizacion.

Muestra de aire recogida en posicion 1, utilizando un impactador en
medio solido (AirSampler), 30 minutos después de la nebulizacion.

& 18 |2 |8

Muestra de aire recogida en posicién 2, utilizando un impactador en
medio sdlido (AirSampler), 30 minutos después de la nebulizacion.

Muestra de aire recogida en posicion 3, utilizando un impactador en
medio soélido (AirSampler), 30 minutos después de la nebulizacion.

Muestra de aire recogida en posicion 4, utilizando un impactador en
medio solido (AirSampler), 30 minutos después de la nebulizacién.

Muestra de la superficie de la mesa recogida mediante hisopo, 5
minutos después de la nebulizacion.

Muestra de la superficie de la mesa recogida mediante hisopo, 30
minutos después de la nebulizacion.

Muestra de la superficie de la mascarilla del maniqui situado sobre
la cama, recogida mediante hisopo, 5 minutos después de la
nebulizacion.

H2B

Muestra de |la superficie de la mascarilla del maniqui situado sobre
la cama, recogida mediante hisopo, 30 minutos después de la
nebulizacion.

H3A

Muestra de la superficie de la pared sobre el cabecero de la cama,
recogida mediante hisopo, 5 minutos después de la nebulizacion.

H3B

Muestra de la superficie de la pared sobre el cabecero de la cama,
recogida mediante hisopo, 30 minutos después de la nebulizacion

H4A

Muestra de la zona de retorno de aire, recogida mediante hisopo, 5
minutos después de la nebulizacién.

H4B

Muestra de la zona de retorno de aire, recogida mediante hisopo, 30
minutos después de la nebulizacion.

En la figura siguiente (figura 2)
ensayo 1.

se muestra un esquema de la habitacion y de los puntos de muestreo del

- Pared
Biocolector Liquido
B siocolector Solido
- Hisopo
Maderas
de 25 cm?

(T

Figura 2. Esquema de la habitacion y puntos de muestreo del ensayo 1.
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Tabla Il. Muestras recogidas en el ensayo 2 (control positivo, variando posicion y tiempo de recogida de
muestras respecto al ensayo 1, ensayo con bacteriéfago MS2

Muestra de aire recogida alrededor de la cama de la habitacion,
LA utilizando un impactador en medio liquido (Biocapture), 5 minutos de 1
muestreo durante la nebulizacion.

Muestra de aire recogida alrededor de la cama de la habitacion,
LB utilizando un impactador en medio liquido (Biocapture), 5§ minutos de 1
muestreo después de la nebulizacion.

s Muestra de aire recogida en posicion 1, utilizando un impactador en 1
medio solido (AirSampler), 0 minutos después de la nebulizacion.
S2 Muestra de aire recogida en posicion 1, utilizando un impactador en 1

medio sélido (AirSampler), 1,4 minutos después de la nebulizacion.

s3 Muestra de aire recogida en posicién 1, utilizando un impactador en
medio solido (AirSampler), 2,8 minutos después de la nebulizacion.

Muestra de aire recogida en posicion 1, utilizando un impactador en
medio solido (AirSampler), 4.2 minutos después de la nebulizacion.

S5 Muestra de aire recogida en posicién 1, utilizando un impactador en
medio solido (AirSampler), 5,6 minutos después de la nebulizacién.

S6 Muestra de aire recogida en posicion 1, utilizando un impactador en
medio sdélido (AirSampler), 7 minutos después de la nebulizacion.

Muestra de aire recogida en posicion 1, utilizando un impactador en
medio sélido (AirSampler), 8,4 minutos después de la nebulizacion.

s8 Muestra de aire recogida en posicion 1, utilizando un impactador en 1
medio sdlido (AirSampler), 9,8 minutos después de la nebulizacion.

Muestra de la superficie de la mesa recogida mediante hisopo, 10

H1 minutos después de la nebulizacién. 4
Muestra de la superficie de la mascarilla del maniqui situado sobre

H2 la cama, recogida mediante hisopo, 10 minutos despues de la 1
nebulizacion.

H3 Muestra de una superficie situada cerca del cabecero de la cama, 1

recogida mediante hisopo, 10 minutos después de la nebulizacion.

Ha Muestra de la zona de retorno de aire, recogida mediante hisopo, 10
minutos después de la nebulizacion.

Muestra de la superficie del interior de una primera columna de
impactacién de particulas utilizada para medir el tamafo de
particula, recogida mediante hisopo, 10 minutos después de la
nebulizacion.

Muestra de la superficie del interior de una segunda columna de
H6 impactacion de particulas utilizada para medir el tamano de 1

particula, recogida mediante hisopo, 10 minutos después de la
nebulizacion.

H5

Muestra de la superficie del interior de una tercera columna de
H7 impactacion de particulas utilizada para medir el tamafo de 1

particula, recogida mediante hisopo, 10 minutos después de la
nebulizacion.
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H8

Muestra de la superficie del interior de una cuarta columna de
impactacion de particulas utilizada para medir el tamafio de
particula, recogida mediante hisopo, 10 minutos después de la
nebulizacion.

En la figura siguiente (figura 3) se muestra un esquema de la habitacion y de los puntos de muestreo del

ensayo 2.

Pared

Biocolector Liquido

B siocolector Solido

- Hisopo

e

Figura 3. Esquema de la habitacién y puntos de muestreo del ensayo 2.

Tabla lll. Muestras recogidas en el ensayo 3 (Ensayo de descontaminacion aplicando la tecnologia de
ionizacion bipolar por plasma frio, misma posicion y tiempo de recogida de muestras respecto al ensayo
2, ensayo con bacteriéfago MS2).

Muestra de aire recogida alrededor de la cama de la habitacion,
utilizando un impactador en medio liquido (Biocapture), 5 minutos de 1
muestreo durante la nebulizacion.

LB

Muestra de aire recogida alrededor de la cama de la habitacién,
utilizando un impactador en medio liquido (Biocapture), 5 minutos de 1
muestreo después de la nebulizacion.

S1

Muestra de aire recogida en posicion 1, utilizando un impactador en 1
medio soélido (AirSampler), 0 minutos después de la nebulizacién.

S2

Muestra de aire recogida en posicion 1, utilizando un impactador en 1
medio solido (AirSampler), 1,4 minutos después de la nebulizacion.

Muestra de aire recogida en posicion 1, utilizando un impactador en
medio sélido (AirSampler), 2,8 minutos después de la nebulizacion.

Muestra de aire recogida en posicién 1, utilizando un impactador en
medio sélido (AirSampler), 4.2 minutos después de la nebulizacion.

Muestra de aire recogida en posicién 1, utilizando un impactador en
medio sélido (AirSampler), 5,6 minutos después de la nebulizacion.
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S6 Muestra de aire recogida en posicion 1, utilizando un impactador en
medio soélido (AirSampler), 7 minutos después de la nebulizacion.

s7 Muestra de aire recogida en posicién 1, utilizando un impactador en 1
medio sdlido (AirSampler), 8,4 minutos después de la nebulizacion.

s8 Muestra de aire recogida en posicién 1, utilizando un impactador en
medio sdlido (AirSampler), 9,8 minutos después de la nebulizacion.

H1 Muestra de la superficie de la mesa recogida mediante hisopo, 10
minutos después de la nebulizacién.

Muestra de la superficie de la mascarilla del maniqui situado sobre
H2 la cama, recogida mediante hisopo, 10 minutos después de la 1
nebulizacion.

H3 Muestra de una superficie situada cerca del cabecero de la cama,
recogida mediante hisopo, 10 minutos después de la nebulizacion.

Ha Muestra de la zona de retorno de aire, recogida mediante hisopo, 10
minutos después de la nebulizacion.

Muestra de la superficie del interior de una primera columna de
impactacion de particulas utilizada para medir el tamafio de
particula, recogida mediante hisopo, 10 minutos después de la
nebulizacion,

Muestra de la superficie del interior de una segunda columna de
H6 impactacion de particulas utilizada para medir el tamafo de

particula, recogida mediante hisopo, 10 minutos después de la
nebulizacion.

HS

Muestra de la superficie del interior de una tercera columna de
H7 impactacion de particulas utilizada para medir el tamafo de 1

particula, recogida mediante hisopo, 10 minutos después de la
nebulizacion.

Muestra de la superficie del interior de una cuarta columna de
H8 impactacion de particulas utilizada para medir el tamano de 1

particula, recogida mediante hisopo, 10 minutos después de la
nebulizacion.

Tabla IV. Muestras recogidas en el ensayo 4 (ensayo de descontaminacién aplicando la tecnologia de
ionizacion bip plasma frio, ensayo con bacteria Escherichia coli).

Placa de Petri con agar LB, inoculada con la bacteria Escherichia
SA1 | coli en fase exponencial (102 ufc/mL), situada en el lateral derecho 1
de la cama y retirada a los 5 minutos de exposicion a la ionizacion.

Placa de Petri con agar LB, inoculada con la bacteria Escherichia
SA2 | coli en fase exponencial (102 ufc/mL), situada en el lateral derecho 1
de la cama y retirada a los 15 minutos de exposicion a la ionizacion.

Placa de Petri con agar LB, inoculada con la bacteria Escherichia
SA3 | coli en fase exponencial (108 ufc/mL), situada en el lateral derecho 1
de la cama y retirada a los 30 minutos de exposicion a la ionizacion.
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Placa de Petri con agar LB, inoculada con la bacteria Escherichia
SA4 | coli en fase exponencial (10® ufc/mL), situada en el lateral derecho 1
de la cama y retirada a los 45 minutos de exposicion a la ionizacion.

Placa de Petri con agar LB, inoculada con la bacteria Escherichia
SB1 | coli en fase exponencial (108 ufc/mL), situada en el lateral inferior de 1
la cama y retirada a los 5 minutos de exposicion a la ionizacién.

Placa de Petri con agar LB, inoculada con la bacteria Escherichia
SB2 | coli en fase exponencial (10° ufc/mL), situada en el lateral inferior de 1
la cama y retirada a los 15 minutos de exposicion a la ionizacién.

Placa de Petri con agar LB, inoculada con la bacteria Escherichia
SB3 | coli en fase exponencial (10° ufc/mL), situada en el lateral inferior de 1
la cama y retirada a los 30 minutos de exposicion a la ionizacién.

Placa de Petri con agar LB, inoculada con la bacteria Escherichia
SB4 | coli en fase exponencial (10° ufc/mL), situada en el lateral inferior de 1
la cama y retirada a los 45 minutos de exposicion a la ionizacién.

Placa de Petri con agar LB, inoculada con la bacteria Escherichia
SC1 | coli en fase exponencial (108 ufc/mL), situada en el lateral izquierdo 1
de la cama y retirada a los 5 minutos de exposicion a la ionizacion.

Placa de Petri con agar LB, inoculada con la bacteria Escherichia
SC2 | coli en fase exponencial (108 ufc/mL), situada en el lateral izquierdo 1
de la cama y retirada a los 15 minutos de exposicion a la ionizacion.

Placa de Petri con agar LB, inoculada con la bacteria Escherichia
SC3 | coli en fase exponencial (10° ufe/mL), situada en el lateral izquierdo 1
de la cama y retirada a los 30 minutos de exposicion a la ionizacion.

Placa de Petri con agar LB, inoculada con |la bacteria Escherichia
SC4 | coli en fase exponencial (10% ufc/mL), situada en el lateral izquierdo 1
de la cama vy retirada a los 45 minutos de exposicion a la ionizacion.

Placa de Petri con agar LB, inoculada con |la bacteria Escherichia
SD1 | coli en fase exponencial (10° ufc/mL), situada en el retorno del aire y 1
retirada a los 5 minutos de exposicion a la ionizacion.

Placa de Petri con agar LB, inoculada con la bacteria Escherichia
SD2 | coli en fase exponencial (108 ufc/mL), situada en el retorno del aire y 1
retirada a los 15 minutos de exposicion a la ionizacion.

Placa de Petri con agar LB, inoculada con la bacteria Escherichia
SD3 | coli en fase exponencial (102 ufc/mL), situada en el retorno del aire y 1
retirada a los 30 minutos de exposicién a la ionizacion.

Placa de Petri con agar LB, inoculada con |la bacteria Escherichia
SD4 | coli en fase exponencial (108 ufc/mL), situada en el retorno del aire y 1
retirada a los 45 minutos de exposicion a la ionizacion.

Muestra liquida tomada de un cultivo liquido de Escherichia coli en
Al fase exponencial (10® ufc/mL), situada en el lateral derecho de la 1
cama y recogida a los 5 minutos de exposicion a la ionizacion.

Muestra liguida tomada de un cultivo liquido de Escherichia coli en
A2 fase exponencial (108 ufc/mL), situada en el lateral derecho de la 1
cama y recogida a los 15 minutos de exposicion a la ionizacion.

Muestra liquida tomada de un cultivo liquido de Escherichia coli en
A3 fase exponencial (10® ufc/mL), situada en el lateral derecho de la 1
cama y recogida a los 30 minutos de exposicién a |a ionizacién.
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Muestra liquida tomada de un cultivo liquido de Escherichia coli en
fase exponencial (10° ufc/mL), situada en el lateral derecho de la
cama y recogida a los 45 minutos de exposicion a |a ionizacion.

B1

Muestra liquida tomada de un cultivo liquido de Escherichia coli en
fase exponencial (10% ufc/mL), situada en el lateral inferior de la
cama y recogida a los 5 minutos de exposicion a la ionizacion.

B2

Muestra liquida tomada de un cultivo liquido de Escherichia coli en
fase exponencial (10% ufc/mL), situada en el lateral inferior de la
cama y recogida a los 15 minutos de exposicion a |a ionizacion.

Muestra liquida tomada de un cultivo liquido de Escherichia coli en
fase exponencial (10% ufc/mL), situada en el lateral inferior de la
cama y recogida a los 30 minutos de exposicion a la ionizacion.

1

Muestra liquida tomada de un cultivo liquido de Escherichia coli en
fase exponencial (10?2 ufc/mL), situada en el lateral inferior de la
cama y recogida a los 45 minutos de exposicion a la ionizacion.

C1

Muestra liquida tomada de un cultivo liquido de Escherichia coli en
fase exponencial (102 ufc/mL), situada en el lateral izquierdo de la
cama y recogida a los 5 minutos de exposicién a la ionizacion.

Cc2

Muestra liquida tomada de un cultivo liquido de Escherichia coli en
fase exponencial (102 ufc/mL), situada en el lateral izquierdo de la
cama y recogida a los 15 minutos de exposicion a la ionizacién.

C3

Muestra liquida tomada de un cultivo liquido de Escherichia coli en
fase exponencial (102 ufc/mL), situada en el lateral izquierdo de la
cama y recogida a los 30 minutos de exposicion a la ionizacion.

Muestra liquida tomada de un cultivo liquido de Escherichia coli en
fase exponencial (102 ufc/mL), situada en el lateral izquierdo de la
cama y recogida a los 45 minutos de exposicion a la ionizacion.

D1

Muestra liquida tomada de un cultivo liquido de Escherichia coli en
fase exponencial (10® ufc/mL), situada en el retomo del aire y
recogida a los 5 minutos de exposicion a la ionizacion.

D2

Muestra liquida tomada de un cultivo liquido de Escherichia coli en
fase exponencial (10% ufc/mL), situada en el retomo del aire y
recogida a los 15 minutos de exposicion a la ionizacién.

D3

Muestra liquida tomada de un cultivo liquido de Escherichia coli en
fase exponencial (10% ufc/mL), situada en el retomo del aire y
recogida a los 30 minutos de exposicion a la ionizacion.

11

Muestra liquida tomada de un cultivo liquido de Escherichia coli en
fase exponencial (10% ufc/mL), situada en el retomo del aire y
recogida a los 45 minutos de exposicién a la ionizacion.
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En la figura siguiente (figura 4) se muestra un esquema de la habitacion y de los puntos de muestreo del
ensayo 4.

- Local de muestreo
1-5min
2-15 min
3 =30 min
4 —45 min

I

Figura 4. Esquema de la habitacion y puntos de muestreo del ensayo 4.

4. Procedimientos de ensayo / Normativa

Para evaluar la actividad virocida del sistema se calculé la reduccion de la infectividad del bacteriéfago a
partir de las diferencias de los logaritmos de los titulos virales (unidades formadoras de placas de lisis
(ufp)), antes y después del proceso de descontaminacién. Esto se llevé a cabo mediante cultivo por el
meétodo de la doble capa de agar, teniendo en cuenta que cuando el bacteriéfago infecta a una célula
huésped, de una cepa adecuada, se producen placas de lisis de tamafio y morfologia muy diversa,
permitiendo la deteccion y recuento de las mismas (norma UNE-EN ISO 10705-1).

La actividad bactericida del sistema se evalué calculando la reduccion de la viabilidad bacteriana a partir
de las diferencias de los logaritmos de la concentracion bacteriana (unidades formadoras de colonias por
mililitro (ufc/mL), antes y después del proceso de descontaminacién, mediante la siembra de diluciones
seriadas en placas de LBA y contaje directo del nimero de ufc en cada una de ellas. Ademas, dicha
actividad también se evalué de manera cualitativa, en funcion de la presencia o ausencia de crecimiento
bacteriano, en las placas sometidas al sistema de descontaminacion respecto a un control positivo (sin
someter a descontaminacion).

4.1. Seleccién del material biolégico

Para dar cumplimiento al trabajo solicitado se ha seleccionado el bacteriéfago MS2 y la bacteria Escherichia
coli ATCC 15597, ambos pertenecientes al grupo de riesgo biolégico 1 (sin riesgo o riesgo muy bajo para
el individuo y la comunidad) (Real Decreto 664/1997). Para asegurar un sistema cerrado de conservacion,
todas los microorganismos que se van a utilizar en los ensayos proceden de una coleccion de cultivos tipo,
minimizando su actividad genética y fisiologica, y evitando asi su potencial mutacion.

El bacteriéfago MS2 es un virus icosaédrico, que tiene como material genético ARN de cadena sencilla, de
sentido positivo que infecta a la bacteria Escherichia coli y otros miembros de la familia Enterobacteriaceae.
MS2 es miembro de una familia de virus bacterianos estrechamente relacionados entre los que se
encuentran los bacteriéfagos f2 y R17. MS2 infecta a bacterias entéricas portadoras del factor de fertilidad
(F), que codifica para un “pili" el cual sirve de receptor viral. MS2 se une al “pili” a través de su proteina de
maduracion sencilla. Se desconoce el mecanismo preciso por el cual el fago ARN se introduce en la
bacteria. Las células hospedadoras del fago son lisadas (destruidas) tras la replicacion y encapsulacion de
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las particulas virales, de forma que los nuevos virus quedan libres para llevar a cabo una nueva infeccion,
produciendo placas de lisis de tamafio y morfologia muy diversa.

El bacteriéfago MS2 es muy resistente a la desecacion, por lo que ha sido utilizado en diferentes ensayos
para evaluacion de descontaminantes: “Ensayos cuantitativos de suspension para la evaluacion de la
actividad virocida frente a bacteriéfagos de los desinfectantes quimicos utilizados en el ambito
agroalimentario y en industria” (UNE_EN 13610:2003). “Actividad virocida para superficies inertes” (ASTM-
1053:97).

Escherichia coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae y forma parte de la microbiota del tracto
gastrointestinal de animales homeotermos, como por ejemplo el ser humano. Es hospedador del
bacteriéfago MS2 que infecta a bacterias entéricas portadoras del factor de fertilidad (F). Ha sido utilizada
en diferentes ensayos para evaluacion de descontaminantes: “Ensayos cuantitativos de suspensién para
la evaluacion de la actividad virocida frente a bacteriéfagos de los desinfectantes quimicos utilizados en el
ambito agroalimentario y en industria® (UNE_EN 13610:2003). “Actividad virocida para superficies inertes”
(ASTM-1053:97).

La actividad germicida se va a evaluar utilizando como microorganismos de ensayo el bacteriéfago MS2
ATCC 15597-B1 en cloroformo al 0,3% conservado a 4°C y la bacteria Escherichia coli ATCC 15597
conservada en glicerol al 15% a -80°C en el cepario del Area de Defensa Bioldgica (figura 5).

Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers (ATCC® 15597™)

ATCC® Number: 15597~
Strain Designations: C-3000
Type Strain: no

Biosafety Level: 1

Product Format: freeze-dned

Escherichia coli bacteriophage MS2 (ATCC® 15597-B1™)

ATCC® Number: 15587-81~
Deposited As MS2

Strain Designations: MS2
Type Strain: no

Biosafety Level: 1

Product Format: freeze-dried

Figura 5. Especificaciones del bacteriéfago y cepa bacteriana utilizada como cepa huésped.

4.2. Medios de cultivo y reactivos

Para la preparacion de los medios y la uniformidad de los resultados se utilizaron componentes de calidad
homologada y productos quimicos de calidad analitica reconocida, o un medio completo deshidratado. Se
utilizé Gnicamente agua destilada o agua de pureza equivalente.

Los medios utilizados fueron los siguientes:
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Luria Bertani Agar (LBA)
Férmula (en g/L):

Triptona 10,0
Extracto de levadura-----—------- 5,0
Cloruro s6dico-==-=============- 10,0
Agar 15,0

pH final aproximado: 7,3 £ 0,2. Se esteriliza en autoclave a 121 +/- 3°C durante 15 minutos.

Luria Bertani Agar Semisolido (LBAss)
Férmula (en g/L):

Triptona 10,0
Extracto de levadura-----------5,0
Cloruro sodico--===-======mees=- 10,0
Agar 6,0

pH final aproximado: 7,3 + 0,2. Se esteriliza en autoclave a 121 +/- 3°C durante 15 minutos.

Caldo de Luria Bertani (LB)

Formula (en g/L):
Triptona 10,0
Extracto de levadura ----------5,0
Cloruro s6dico-----=--=sseuexx 10,0

pH final aproximado: 7,3 £ 0,2. Se esteriliza en autoclave a 121 +/- 3°C durante 15 minutos.

Solucion SM

Férmula (en g/L):
Cloruro sédico-—--------—-—-5,8
Sulfato magnésico---=------ 2,0

Se afiade 5 mL de Tris-Cl 1M (pH 7,3 £ 0,2). Se esteriliza por filtracion sobre membrana de 0,2 um de
tamano de poro.

Buffer Tris-Mg-Ca
10mM Tris-HCI
10mM MgSO.
5mM CaCl;
pH final aproximado: 7,5 + 0,3. Se esteriliza por filtracion sobre membrana de 0,2 ym de tamanio de poro.
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Cloruro Calcico 0,5M
Férmula (en g/100mL):
CaCl; 2H;0 --------- 5,5

Se esteriliza por filtracion sobre membrana de 0,2 ym de tamario de poro.

Sulfato Magnésico 1M
Férmula (en g/100mL):
MgSQO4-—------mmmmme- 246
Se esteriliza por filtracién sobre membrana de 0,2 um de tamano de poro.

Tris-CIH 0,5M
Férmula (en g/500mL):
TriS ==ssmmmmmmemnas 60,57 g
Preparar 400 mL de agua destilada en una botella.
Anadir 60,57 g de Tris base
Ajustar el pH a 7,5 usando HCI
Anadir agua destilada hasta un volumen de 500 mL
pH final aproximado: 7,3 + 0,2. Se esteriliza en autoclave a 121 + 3°C durante 15 minutos.

Tampén fosfato salino 1X (PBS)
Férmula (en g/L):

Cloruro SOiCO .......covvevveeiiieiciieinae 1009

CIONITO POIRBICH irisssnmimsmasinessansens 0,25¢g
Fosfato disédico monohidrato .......... 1,12g
Fosfato potasico .........cccccveeeeiciiiiinns 0,25¢

pH final aproximado: 7,2 + 0,2. Se esteriliza por filtracion sobre membrana de 0,2 ym de tamario de poro.

Cultivos bacterianos

Se utilizard una suspension del bacteriéfago MS2 ATCC 15597-B1 en SM y un cultivo de la bacteria
Escherichia coli, ATCC 15597, crecido hasta fase exponencial para los ensayos de infectividad y
bactericida.
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4.3. Equipos utilizados

Estufa de cultivo a 36 + 2°C

Incubador termostatico a 36 £ 2°C con agitacion

Microondas

pH-metro

McFarlometro

Tubos, para medir en McFarlometro

Vortex

Bafo termostatizado

Cabina de seguridad biolégica nivel Il

Placas de Petri, ventiladas de 9 cm de diametro

Pipetas graduadas de 0,1 mL, 1mL, 5 mL, 10 mL y 25 mL de capacidad
Pipetas Pasteur

Frascos de vidrio, de volimenes adecuados

Tubos de cultivo, con tapa

Probetas graduadas

Refrigerador, ajustado a una temperatura de 5 + 3°C

Congelador, con control termostatico a -70 £ 10°C

Micropipetas de diferente volumen

Puntas para micropipetas de volumen adecuado

Hisopos de algodén estériles en tubo

Agitador orbital de placas

Generador de aerosol biologico o nebulizador

Sistema de impactacion de particulas, suministrado por Victor Archilla (INTA)
Biocolector de aerosoles sobre medio liquido (Biocapture)

Biocolector de aerosoles sobre medio sélido (suministrado por el cliente)

Sistema de ionizacion bipolar por plasma frio (suministrado por el cliente)

4.4. Preparacion de las suspensiones de ensayo

Se partié de una suspension del bacteriéfago, conservado a 4°C en cloroformo al 0,3%, preparado segun
las instrucciones que se describen en la norma UNE-EN ISO 10705-1 y de una suspension de Escherichia
coli, ATCC 15597 conservado a -80 °C en glicerol al 15%. Antes de iniciar los ensayos se calculd el titulo
viral del bacteriéfago a utilizar. Para determinar el titulo viral se afadieron 20 + 2 mL de medio LB a una
botella con una capacidad de 50 mL, precalentada a 37°C, y se inoculé con 200 pL de un cultivo de la
bacteria Escherichia coli ATCC 15597 crecido “overnight” (in6culo 1:100). Se incubd a 37 + 2°C durante 3
+ 1 horas en un incubador, con agitacion suave (150 rpm) hasta que el cultivo alcanzé la fase exponencial
de crecimiento (aproximadamente 10° ufc/mL). Para ello cada 30 minutos se sacé del incubador el cultivo
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y se midio turbidez en un McFarlometro, extrapolandose el niumero de unidades formadoras de colonias
correspondientes a las unidades de McFarland teéricas (Tabla V).

Tabla V. Correspondencia entre Concentracion Bacteriana y Unidades de McFarland teéricas

Concentracion Unidades de

Bacteriana x10%/ml McFarland
1,5 0,5

3

6

9

12

15

18

21

NS (WIN |-

Cuando el cultivo bacteriano llegé a la fase de crecimiento exponencial se enfri6 rapidamente transfiriendo
la botella a un recipiente con hielo. Se hicieron diluciones seriadas, anadiendo 50 uL de una suspension
de fago conservado a 4°C en presencia de cloroformo al 0,3%, a 450 pL del tampén Tris-Mg-Ca. Se
mezclaron 120 pL de cada diluciéon con 120 pL de la cepa hospedadora crecida hasta fase exponencial,
mantenida en hielo hasta el momento de la infeccion, por duplicado. La mezcla se incubd durante 10
minutos a temperatura ambiente para que los virus se unieran a las células hospedadoras. A continuacion,
se cogieron 200 pL de la mezcla, virus/célula hospedadora, y se afiadieron a un tubo que contenia 3 mL
de medio LBAss precalentado (45°C). Se mezclé cuidadosamente mediante inversion y se vertio el
contenido sobre la superficie de una placa de Petri que contenia LBA. Se dejo solidificar y se incubo en
una estufa de cultivo a 36 + 2°C durante 18 + 2 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion se determind el niumero de placas de lisis o virales aplicando la
siguiente férmula:

Titulo = (N/d) x 10 ufp/mL (ecuacion 1)

Slendo N = (nl + 0,1712)/2

ns: Numero de placas de lisis en la dilucién mas alta que se puede contar
nz: Numero de placas de lisis en la dilucion anterior a la mas alta que se puede contar
d: diluciéon mas alta que se puede contar

Los titulos virales de la suspension inicial del bacteriéfago utilizado para la nebulizacion del mismo en los
ensayos fueron:

Ensayo 2 (control positivo): 2,25x10° ufp/mL.
Ensayo 3: 2,47x10° ufp/mL.

Para la realizacion de los ensayos con células bacterianas se revitalizo la cepa Escherichia coli, ATCC
15597 conservada a -80 °C en glicerol al 15%, en caldo de Luria Bertani (LB), a 36 + 2°C, 150 rpm, durante
20 £ 4 horas. Transcurrido este periodo de incubacién se anadieron 20 + 2 mL de medio LB a una botella
con una capacidad de 50 mL, precalentada a 37°C, y se inoculé con 200 pyL de un cultivo de la bacteria
Escherichia coli ATCC 15597 crecido “overnight” (indculo 1:100). Se incubé a 37 + 2°C durante 3 + 1 horas
en un incubador, con agitacion suave (150 rpm) hasta que el cultivo alcanzé6 la fase exponencial de
crecimiento (aproximadamente 10® ufc/mL). Para ello cada 30 minutos se sacé del incubador el cultivo y se
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midio turbidez en un McFarlémetro, extrapolandose el numero de unidades formadoras de colonias
correspondientes a las unidades de McFarland tedricas (Tabla V).

Para la cuantificacion del nimero de unidades formadoras de colonias (ufc)/mL viables en los cultivos
bacterianos se prepararon diluciones seriadas del cultivo afnadiendo 100 pL del cultivo a 900 pL del tampdn
PBS y se inocularon 100 pyL de cada una de las diluciones en una placa con medio LBA, por duplicado. Se
incubaron a 36 £ 2°C durante 20 £ 4 h. Transcurrido el tiempo de incubaciéon se cuantificd el numero de
bacterias viables por contaje directo de las colonias crecidas sobre la placa de LBA. Para el calculo del
numero de ufc/ml viables se aplicé la siguiente ecuacion:

c

N RO

0 (ecuacion 2)
Siendo:

c: la suma de las colonias contadas en todas las placas que se pueden contar.

ni: el nimero de placas contadas en la dilucién mas baja.

nz: el nimero de placas contadas en la dilucién mas alta.

d: el factor de dilucién correspondiente a la dilucion mas baja.

4.5. Desarrollo de los ensayos

Para cada uno de los ensayos con el bacteriéfago MS2 se prepararon 500 mL de una suspension de dicho
bacteriéfago en tampon SM, para generar el aerosol de dicho bacteriéfago y dispersarlo en la habitacion
de ensayo y, posteriormente, recoger tanto muestras de aire, por impactacion en medio sélido y en medio
liquido, como de superficies mediante hisopo.

Para recuperar el bacteriéfago de las muestras tomadas con hisopo de los controles positivos asi como de
las muestras sometidas al proceso de descontaminacion, se afadieron al tubo estéril que contenia cada
uno de los hisopos, 2 mL de solucién SM y se sometieron a agitacion (en un agitador orbital) durante 1 hora
a 4°C. El liquido de lavado se recogi6 en un tubo estéril, que se guardo a 4°C hasta que se llevo a cabo el
proceso de infeccion.

A partir de la suspension del bacteriéfago, recuperado de las probetas, asi como las muestras liquidas
recogidas por impactacion sobre medio liquido, se hicieron diluciones seriadas, siguiendo el proceso
descrito en el apartado 4.4. Transcurrido el tiempo de incubacion se determind el numero de placas de lisis
o virales en la dilucion mas alta que se pudo contar y en la inmediatamente anterior aplicando la ecuacién
1.

Las muestras recogidas por impactacion sobre medio sélido se incubaron directamente en una estufa de
cultivo a 36 £ 2°C durante 18 £ 2 horas. El medio sélido consistié en un inéculo de 100 pL de la bacteria
Escherichia coli en fase exponencial sobre medio sélido LBA, para el caso del ensayo 1, y un indculo de
200 pL de la bacteria Escherichia coli en fase exponencial que se anadieron a un tubo que contenia 4 mL
de medio LBAss precalentado (45°C), que se mezcl6 cuidadosamente mediante inversion y se vertié sobre
la superficie de una placa de Petri con medio LBA, para los ensayos 2 y 3.

El ensayo con el cultivo bacteriano se realizé aplicando directamente la ionizacién bipolar por plasma frio
sobre cultivos sélidos y liquidos en fase exponencial, de dicha cepa.

Las muestras sdlidas se incubaron directamente en una estufa de cultivo a 36 + 2°C durante 18 + 2 horas.

De las muestras liquidas se prepararon diluciones seriadas del cultivo siguiendo el proceso descrito en el
apartado 4.4. Transcurrido el tiempo de incubacién se cuantificé el nimero de bacterias viables por contaje
directo de las colonias crecidas sobre la placa de LBA. Para el célculo del nimero de ufc/ml viables se
aplicé la ecuacion 2.
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5. Fechas de ejecucion de los ensayos
Los ensayos se realizaron entre los dias 4 y 14 de mayo de 2020.

6. Plan o procedimiento de muestreo (cuando sea aplicable)
No aplica.

7. Resultado obtenidos
Los resultados obtenidos en cada uno de los ensayos realizados fueron los siguientes:
7.1. Ensayo 1

Este ensayo se trata de un control positivo puesto que no se ha aplicado la ionizacion bipolar.

No se ha obtenido valores significativos del bacteriéfago en el aire ni en las superficies. Ademas, la
metodologia utilizada para el biocolector sobre medio sélido no ha funcionado.

Se planted otra repeticion del control positivo con cambios en el disefio experimental para poder comparar
con el ensayo de ionizacion bipolar.

7.2. Ensayo 2

Este ensayo es la repeticion del control positivo anterior (ensayo 1), puesto que en el primer ensayo se
obtuvo una concentracion bastante baja del bacteriofago, variando posicién y tiempo de toma de muestras
asi como la técnica de biocoleccién sobre medio solido.

La concentracion del bacteriéfago en la solucion utilizada para nebulizacion fue de 2,25x10° ufp/mL.
Los resultados obtenidos en el ensayo control se muestran en la tabla VI.

Tabla VI. Resultados obtenidos en el ensayo control (ensayo 2).

A - Tiempo 1 ‘

{5 min de muestreo durante la nebulizacion) il
B~ Tiempo 2 346
(5 min de muestreo después de la nebulizacion) ’
S1-min0 (>265 ufp) - >4,21
S2-minl,4 (>265 ufp) - >4,21
S3-min 2,8 (>265 ufp) —>4,21
S4 ~min 4,2 (>265 ufp) - >4,21
S5 -min 5,6 (>265 ufp) - >4,21
S6—min7 (>265 ufp) —>4,21
$7-min 8,4 (>265 ufp) - >4,21
S8 -min9,8 (>265 ufp) —>4,21
H1 - mesa 1,60
H2 — mascarilla 1,48
H3 - superficie equipo ELPI (INTA) 1,18
H4 - retorno aire 0
H5 - columna impactacion 0
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H6 ~ columna impactacién 0
H7 - columna impactacién 0
H8 = columna impactacién 0,49

Se puede observar una disminucién de la concentracién de bacteriéfago al tiempo 1 (5 minutos de muestreo
durante la nebulizacion) y 2 (5 minutos de muestreo después de la nebulizacion) en el muestreo con el
biocolector liquido. La posible razén es que las particulas de virus se caen al suelo cuando estan asociadas
a particulas de agua grandes. Esto seria justificado si en el muestreo de la columna de impactacion
hubiéramos encontrado valores del bacteriéfago. Seria necesario muestrear mas superficies de la columna
para poder visualizar en qué tamano de particulas se puede encontrar el bacteriéfago.

Respecto a las muestras del impactador sélido, se obtuvo valores incontables lo que corresponde a
numeros superiores a 1000 particulas de bacteriéfagos. Debido a que se ha utilizado un equipo que
requiere un ajuste del nimero total de particulas por placa Petri, se ha tenido que fijar el nimero maximo
como 265 ufp/L. La transformacion de estos datos nos lleva a un recuento medio de 4,21 log ufp/L.

Se ha obtenido resultados en el orden de 1-1,6 log ufp/cm? en las superficies muestreadas mediante hisopo.
Como se ha comentado anteriormente, no se encontré valores del bacteriéfago en la columna de
impactacion y lo mismo en el area del retorno de aire.

7.3. Ensayo 3
Este ensayo se realizé de la misma manera que el ensayo 2 (control positivo), aplicando la tecnologia de
ionizacion bipolar por plasma frio como tratamiento del aire de la habitacion.
La concentracion del bacteriéfago en la solucion utilizada para nebulizacion fue de 2,47x10° ufp/mL.
Los resultados obtenidos en el ensayo con ionizacion se muestran en la tabla VII.
Tabla VII. Resultados obtenidos en el ensayo 3.

A~Tiempo 1 4.00
(5 min de muestreo durante la nebulizacion) .
B —Tiempo 2 ! 3.04
5 min de muestreo después de la nebulizacion) ‘ ¢
S1-min0 (>265 ufp) - >4,21
S2-min1,4 (>265 ufp) —>4,21
S3-min 2,8 (>265 ufp) - >4,21
54 -min 4,2 (>265 ufp) - >4,21
55 —min 5,6 (97 ufp) — 3,08
S6~min7 (57 ufp) - 2,81
S7-min 8,4 (61 ufp) - 2,84
S8 -min 9,8 (38 ufp) — 2,61
H1-mesa 0,75
H2 — mascarilla 0,80
H3 - superficie equipo ELPI (INTA) 0,52
H4 —retorno aire 0
H5 - columna impactacién 0
H6 - columna impactacion 0
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H7 - columna impactacion 0
H8 — columna impactacién 0,23

Se puede observar una ligera disminucién de la concentracion de bacteriéfagos al tiempo 1 (5 minutos de
muestreo durante la nebulizacion) y 2 (5 minutos de muestreo después de la nebulizacién) en el muestreo
con_el biocolector liquido cuando comparamos con el ensayo control (ensayo 2). No obstante, esta
reduccion no es significativa.

Se ha observado una reduccién bastante significativa en las muestras del impactador sélido recogidas entre
los 5 y 10 minutos después de la nebulizacion (muestras S5-S8). Aunque se obtuvo valores incontables
durante los primeros 5 minutos de muestreo, que corresponden al tiempo de nebulizacién, lo que es
justificable ya que la cantidad de bacteriéfagos que se esta dispersado en el aire es bastante alta. Es de
gran importancia destacar que se obtuvo una reduccion de mas de 2 log del bacteriéfago solo con un tiempo
de exposicion a la ionizacion bipolar de 10 min.

Respecto a las superficies analizadas muestreadas mediante hisopo, se obtuvo una reduccion en el orden
de 0,70-0,85 log ufp/cm?. Al igual que en el ensayo control, no se encontrd valores del bacteriéfago en la
columna de impactacion ni en el area del retorno de aire.

7.4. Ensayo 4

No se ha obtenido resultados concluyentes sobre |a eficacia de la ionizacion frente a la bacteria Escherichia
coli ya que la metodologia utilizada en el laboratorio no ha funcionado. Seria de interés volver a repetir este
ensayo.

8. Declaracién de conformidad (cuando proceda)
No aplica

9. Resumen, opiniones, interpretaciones

Se han realizado un total de 4 ensayos. Dos de ellos no han aportado ninguna conclusion (ensayos 1y 4),
siendo necesario la repeticion de los mismos.

De los resultados obtenidos en los ensayos 2 y 3, se puede concluir que el sistema de ionizacién bipolar
por plasma frio ha sido eficaz, en las condiciones testadas en esta habitacion de hotel, para reducir
aproximadamente 2 log la concentracion del bacteriofago MS2 en el aire.
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10. Anexos
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bacteriofagos.

UNE-EN ISO 10705-1. Calidad del agua. Deteccion y recuento de bacteriéfagos. Parte 1: recuento
de bacteriéfagos ARN F especificos.
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de ensayo y requisitos (fase 1).
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1. Amag
Bu raporun amaci, soguk plazma bipolar iyonizasyon teknolojisinin i¢ ortamlarda (otel odasi) uygulanan
bakteriyofaj MS2 ve Escherichia coli'ye kargi mikrop élduricu aktivitesini degerlendirmektir

2. Arkaplan

30 Nisan 2020'de, Soluciones de Aire y Agua Tayra S.L. sirketi SDGSISTTER sirketinin NBQ Bdluminden,
soguk plazma bipolar iyonizasyon teknoloijisinin i¢ ortamlardaki dekontaminasyon uygulamalarinda mikrop
olduruci aktivitesini degerlendirmede farkli denemeler yapmak icin destek saglamasini istedi.

Projenin gelistiriimesi T4 havaalani terminali B & B otelinin bir odasinda gergeklestirildi. Deneylerin
yurutulmesiigin, bakteriyofaj MS2, érneklerin daha sonra toplanmasi igin oda i¢inde aerosol haline getirildi.
Analizin geri kalani INTA-Campus la Maraiosa, Madrid, ispanya Biyolojik Savunma laboratuvarinda
gerceklestirildi.

NBQ Departmani Biyolojik Savunma Laboratuvari, DSO'niin "Biyolojik Guvenlik El Kitabi" ndaki tavsiyeleriyle
uyumlu risk grubu 2 veya daha dusuk olan biyolojik ajanlarla ¢galismak ve ayrica Konsey Direktif 90/679 / EEC
uyumlu biyolojik ajanlara maruz kalma ile ilgili ¢alisanlarin risklerden korunmak igin gerekli koruyucu unsurlara,
ekipmana ve prosedurlere sahiptir.

Biyolojik Savunma laboratuarinda goérevli personel, biyolojik etkenleri gtvenli bir sekilde kullanmalarini
saglayan kimyasal-biyolojik laboratuvarda risk 6nleme ile ilgili farkli kurslari tamamlayarak egitim ve
yeterlilik planlamasi almis; ayrica biyolojik agresif ajanlarin tespiti ve teshisi alanindaki faaliyetlerini
gelistirmiglerdir.

Laboratuarin ayrica, uygun bir ayirma ve depolamaya izin veren, toksik ve tehlikeli atiklarin ydnetimi Gzerine
kurslar yoluyla personelin egitimini iceren bir kimyasal ve biyolojik atik ydénetim sistemi vardir. Atiklarin
bertarafi, 18 Ekim 1976 (BOE 3.12.1976, revise diizenlemeye) ve ispanya Kraliyet Yasama Kararnamesi
1302/86 28.6, (M. Bayindirlik, BOE 30.6.1986) cevresel etki degerlendirmesi hakkinda goére cevre
guvenligini saglama sertifikasina sahip yetkili sirketler tarafindan gerceklestirilir.

Plasma Air'in bipolar iyonizasyon teknolojisi, havaya bir elektrik alani uygulayarak pozitif ve negatif iyonlarin
uretilmesini igerir. lyonlar viriis zarina saldirarak RNA'larini oksidasyona maruz birakarak inaktivasyonlarina
neden olur. Farkli calismalar, virisin hava yoluyla bulasabildigini ve iklimlendirme sistemlerinin virlisin
yayllmasini destekleyebilecegini gostermistir.

ikisi herhangi bir sonug vermeyen ve birinin tekrarini gerektiren toplam 4 deneme gergeklestirildi. Her bir
deneme igin deneysel tasarim ve sonuglari asagida ayrintili olarak agiklanmistir. Genel olarak bu proje igin
hazirlanan deneysel tasarimdir. Sekil 1'de gdsterilmigtir.
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Laboratuvarda Bakteriyofaj MS2 ve E.Coli hazirhigi
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3. Ornek tanimi ve dahil malzemeler

Yapilan butiin denemelerde sivi 6rnekler bir Biyo 6rnekleyici veya 6rnekleme sisesinde (Biyo tutumlu)

sivi besiyerlerde toplandi. Kati érnekler bir 6rnekleme sisesindeki (Hava Ornekleyici) kati bir besiyerde

toplanirken yiizey analizleri odanin farkh yerlerinden, farkli zamanlarda ekivyon cubugu ile strlnti

ornekleri alinarak gerceklestirildi. Asagidaki tablolar (Tablo I-Tablo V) yapilan her bir denemede alinan

ornekleri gostermektedir.
Tablo I: Deneme I'de toplanan 6rnekler (pozitif kontrol, MS2 bakteriyofaj test)

i¢ Tanim Kod Tanim MIKTAR
NBQM2020_001 LA Nebiilizasyondan 5 dakika sonra yatak ¢evresinden sivi besiyerli bir 5rnekleme sisesi (Biyo tutucu) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_002 LB Nebiilizasyondan 30 dakika sonra yatak gevresinden sivi besiyerli bir 6rnekleme sisesi (Biyo tutucu) kullanarak hava 6rnegi alind 1
NBQM2020_003 S1 Nebiilizasyondan 5 dakika sonra pozisyon 1'den kati besiyerli bir drnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_004 S2 Nebiilizasyondan 5 dakika sonra pozisyon 2'den kati besiyerli bir drnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_005 S3 Nebiilizasyondan 5 dakika sonra pozisyon 3'den kati besiyerli bir 8rnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_006 sS4 Nebiilizasyondan 5 dakika sonra pozisyon 4'den kati besiyerli bir drnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_007 S5 Nebiilizasyondan 30 dakika sonra pozisyon 1’den kati besiyerli bir érnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_008 S6 Nebiilizasyondan 30 dakika sonra pozisyon 2'den kati besiyerli bir érnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alind1 1
NBQM2020_009 S7 Nebiilizasyondan 30 dakika sonra pozisyon 3'den kati besiyerli bir 6rnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_010 S8 Nebiilizasyondan 30 dakika sonra pozisyon 4’den kati besiyerli bir 6rnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alind1 1
NBQM2020_011 H1A Nebiilizasyondan 5 dakika sonra ekiivyon ¢ubugu ile masadan siiriintii ylizey 6rnegi alindi. 1
NBQM2020_012 H1B Nebiilizasyondan 30 dakika sonra ekiivyon gubugu ile masadan siiriintii yiizey 6rnegi alind. 1
NBQM2020_013 H2A Nebiilizasyondan 5 dakika sonra ekiivyon gubugu ile manken maskesinden siiriintii ylizey 6rnegi alindi. 1
NBQM2020_014 H2B Nebiilizasyondan 30 dakika sonra ekiivyon gubugu ile_ manken maskesinden siiriintii yiizey 6rnegi alindi. 1
NBQM2020_015 H3A Nebiilizasyondan 5 dakika sonra ekiivyon gubugu ile yatak arkasi duvardan siiriinti ylizey érnegi alindi. 1
NBQM2020_016 H3B Nebiilizasyondan 30 dakika sonra ekiivyon gubugu ile yatak arkasi duvardan siriintii yiizey 6rnegi alindi. 1
NBQM2020_017 H4A Nebiilizasyondan 5 dakika sonra ekiivyon ¢ubugu ile havanin geri doniste yaladigi yerden siriintii yiizey 6rnegi alindi. 1
NBQM2020_018 H4B Nebiilizasyondan 5 dakika sonra ekiivyon gubugu ile havanin geri doniiste yaladigi yerden siriintii yiizey érnegi alindi. 1
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Tablo Il. Deneme 2 6rnek toplama (pozitif kontrol, degisen pozisyonlar ve 6rnek toplama siiresi
Deneme 1 ile uyumlu, MS2 bakteriyofaj testi)
i¢c Tanim Kod Tanim MIKTAR
NBQM2020_019 LA Nebilizasyondan 5 dakika sonra yatak cevresinden sivi besiyerli bir 6rnekleme sisesi (Biyo tutucu) kullanarak hava 6rnegi alindi 1
NBQM2020_020 LB Nebiilizasyondan 5 dakika sonra yatak ¢evresinden sivi besiyerli bir Grnekleme sisesi (Biyo tutucu) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_021 S1 Nebiilizasyondan 0 dakika sonra pozisyon 1'den kati besiyerli bir drnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_022 S2 Nebiilizasyondan 1,4 dakika sonra pozisyon 2’den kati besiyerli bir rnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_023 S3 Nebiilizasyondan 2,8 dakika sonra pozisyon 3'den kati besiyerli bir rnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_024 S4 Nebiilizasyondan 4,2 dakika sonra pozisyon 4’den kati besiyerli bir érnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_025 S5 Nebiilizasyondan 5,6 dakika sonra pozisyon 1'den kati besiyerli bir rnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_026 S6 Nebiilizasyondan 7 dakika sonra pozisyon 2’den kati besiyerli bir rnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_027 S7 Nebiilizasyondan 8,4 dakika sonra pozisyon 3'den kati besiyerli bir drnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_028 S8 Nebiilizasyondan 9,8 dakika sonra pozisyon 4’den kati besiyerli bir rnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alind 1
NBQM2020_029 H1 Nebilizasyondan 10 dakika sonra ekiivyon gubugu ile masadan stiriintl yluzey 6rnegi alindi. 1
NBQM2020_030 H2 Nebiilizasyondan 10 dakika sonra ekiivyon ¢ubugu ile manken maskesinden siriintl yiizey 6rnegi alind. 1
NBQM2020_031 H3 Nebiilizasyondan 10 dakika sonra ekiivyon gubugu ile yataktan sonra siriinti yiizey 6rnegi alindi. 1
NBQM2020_032 H4 Nebiilizasyondan 30 dakika sonra ekiivyon gubugu ile_manken maskesinden ELP1+ cihaziyla siirinti yiizey 6rnegi alind1. 1
NBQM2020_033 H5 Nebiilizasyondan 10 dakika sonra ekiivyon gubugu ile havanin_geri doniiste yaladigi yerden siiriintii yiizey érnegi alindi. 1
NBQM2020_034 H6 Nebilizasyondan 10 dakika sonra ekiivyon gubugu ile ELP1+ cihazi kullanarak érnekleme sise stttinindan partikil boyutu tespiti igin stirintu 1
ylizey 6rnegi alindu.
NBQM2020_035 H7 Nebiilizasyondan 10 dakika sonra ekiivyon gubugu ile ELP1+ cihazi kullanarak 6rnekleme sise stitiniindan partikil boyutu tespiti igin strtintt 1
yuizey 6rnegi alind.
NBQM2020_036 H8 Nebilizasyondan 10 dakika sonra ekiivyon gubugu ile ELP1+ cihazi kullanarak 6rnekleme sise sttlintindan partikil boyutu tespiti igin 1
suriintil yiizey 6rnegi alindi.
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Tablo Ill. Deneme 3 6rnek toplama (Soguk plazma bipolar teknoloji uygulamali dekontaminasyon
testi, ayni pozisyonlar ve 6rnek toplama siiresi Deneme 2 ile uyumlu, MS2 bakteriyofaj testi)

i¢c Tanim Kod Tanim MIKTAR
NBQM2020_037 LA Nebiilizasyondan 5 dakika sonra yatak gevresinden sivi besiyerli bir 6rnekleme sisesi (Biyo tutucu) kullanarak hava 6rnegi alindi 1
NBQM2020_038 LB Nebiilizasyondan 5 dakika sonra yatak cevresinden sivi besiyerli bir 6rnekleme sisesi (Biyo tutucu) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_039 S1 Nebiilizasyondan 0 dakika sonra pozisyon 1’den kati besiyerli bir drnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_040 S2 Nebiilizasyondan 1,4 dakika sonra pozisyon 2'den kati besiyerli bir drnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_041 S3 Nebiilizasyondan 2,8 dakika sonra pozisyon 3’den kati besiyerli bir érnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alind 1
NBQM2020_042 S4 Nebiilizasyondan 4,2 dakika sonra pozisyon 4'den kati besiyerli bir érnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_043 S5 Nebiilizasyondan 5,6 dakika sonra pozisyon 1’den kati besiyerli bir 6rnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_044 S6 Nebiilizasyondan 7 dakika sonra pozisyon 2'den kati besiyerli bir drnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_045 S7 Nebiilizasyondan 8,4 dakika sonra pozisyon 3'den kati besiyerli bir 6rnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_046 S8 Nebiilizasyondan 9,8 dakika sonra pozisyon 4'den kati besiyerli bir drnekleyici (Hava Ornekleyici) kullanarak hava érnegi alindi 1
NBQM2020_047 H1 Nebiilizasyondan 10 dakika sonra ekiivyon gubugu ile masadan siiriintii yiizey 6rnegi alind. 1
NBQM2020_048 H2 Nebiilizasyondan 10 dakika sonra ekiivyon gubugu ile_ manken maskesinden siriintii yiizey 6rnegi alindi. 1
NBQM2020_049 H3 Nebiilizasyondan 10 dakika sonra ekiivyon gubugu ile yataktan sonra ELP1+ cihaziyla siiriintli ylzey 6rnegi alind. 1
NBQM2020_050 H4 Nebiilizasyondan 30 dakika sonra ekiivyon ¢ubugu ile havanin geri doniiste yaladigi yerden siiriintli ylizey 6rnegi alind1. 1
NBQM2020_051 HS Nebilizasyondan 10 dakika sonra ekiivyon gubugu ile ELP1+ cihazi kullanarak 6rnekleme sise stitiiniindan partikiil boyutu tespiti igin stiriintu 1
yuzey 6rnegi alindi.
NBQM2020_052 H6 Nebilizasyondan 10 dakika sonra ekiivyon gubugu ile ELP1+ cihazi kullanarak érnekleme sise sttiiniindan partikil boyutu tespiti igin strtinti 1
yuzey érnegi alindi.
NBQM2020_053 H7 Nebiilizasyondan 10 dakika sonra ekiivyon gubugu ile ELP1+ cihazi kullanarak 6rnekleme sise stittiniindan partikdl boyutu tespiti igin strtnti 1
yuizey 6rnegi alindi.
NBQM2020_054 H8 Nebilizasyondan 10 dakika sonra ekiivyon gubugu ile ELP1+ cihazi kullanarak 6rnekleme sise sttliniindan partikil boyutu tespiti igin 1
suriintil yizey 6rnegi alindi.

TAYRAS.L +34 902 011 134 tayra@tayra.es




Soguk plazma bipolar iyonizasyon antiseptik aktivite degerlendirilmesi = ) ra Do

e ST

Yazar ve Miitercim: Dr. Marcia Oliveira, msouo@unileon.es

Tablo IV. Deneme 4 oOrnek toplama (Soguk plazma bipolar iyonizasyon teknoloji uygulamali

dekontaminasyon testi, E.coli testi)

petri kabi

i¢ Tanim Kod Tanim MIKTAR
NBQM2020_055 SA1 E. coliile 10* ufc / mL'de agilanmis, yatagin sag tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 5 dakika sonra alinan LBA iceren petri kabi 1
NBQM2020_056 SA2 E. coli ile 10* ufc / mL'de asilanmis, yatagin sag tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 15 dakika sonra alinan LBA iceren petri kabi 1
NBQM2020_057 SA3 E. coliile 10* ufc / mL'de agilanmis, yatagin sag tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 30 dakika sonra alinan LBA iceren petri kabi 1
NBQM2020_058 SA4 E. coli ile 10* ufc / mL'de asilanmis, yatagin sag tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 45 dakika sonra alinan LBA iceren petri kabi 1
NBQM2020_059 SB1 E. coliile 10* ufc / mL'de agilanmis, yatagin 6n tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 5 dakika sonra alinan LBA igeren petri kabi 1
NBQM2020_060 SB2 E. coli ile 10* ufc / mL'de asilanmig, yatagin én tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 15 dakika sonra alinan LBA iceren petri kabi 1
NBQM2020_061 SB3 E. coliile 10* ufc / mL'de agilanmis, yatagin 6n tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 30 dakika sonra alinan LBA iceren petri kabi 1
NBQM2020_062 SB4 E. coli ile 10* ufc / mL'de asilanmig, yatagin én tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 45 dakika sonra alinan LBA iceren petri kabi 1
NBQM2020_063 SC1 E. coliile 10* ufc / mL'de agilanmis, yatagin sol tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 5 dakika sonra alinan LBA ieren petri kabi 1
NBQM2020_064 SC2 E. coli ile 10* ufc / mL'de asilanmig, yatagin sol tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 15 dakika sonra alinan LBA iceren petri kabi 1
NBQM2020_065 SC3 E. coliile 10* ufc / mL'de agilanmis, yatagin sol tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 30 dakika sonra alinan LBA igeren petri kabi 1
NBQM2020_066 SC4 E. coli ile 10* ufc / mL'de asilanmig, yatagin sol tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 45 dakika sonra alinan LBA iceren petri kabi 1
NBQM2020_067 SD1 E. coliile 10* ufc / mL'de agilanmis, havanin geri déniiste yaladigi yerden ve iyonizasyona maruz kaldiktan 5 dakika sonra alinan LBA igeren 1
petri kabi
NBQM2020_068 SD2 E. coli ile 10* ufc / mL'de asilanmis, havanin geri déniiste yaladigi yerden ve iyonizasyona maruz kaldiktan 15 dakika sonra alinan LBA iceren 1
petri kabi
NBQM2020_069 SD3 E. coli ile 10* ufc / mL'de asilanmig, havanin geri déniiste yaladigi yerden ve iyonizasyona maruz kaldiktan 30 dakika sonra alinan LBA iceren 1
petri kabi
NBQM2020_070 SD4 E. coliile 10* ufc / mL'de agilanmis, havanin geri déniiste yaladigi yerden ve iyonizasyona maruz kaldiktan 45 dakika sonra alinan LBA igceren 1
petri kabi
NBQM2020_071 Al E. coli ile 10* ufc / mL'de asilanmis, yatagin sag tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 5 dakika sonra alinan LBA iceren petri kabi 1
NBQM2020_072 A2 E. coliile 10* ufc / mL'de asilanmis, yatagin sag tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan1 5 dakika sonra alinan LBA iceren petri kabi 1
NBQM2020_073 A3 E. coliile 10* ufc / mL'de asilanmis, yatagin sag tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 30 dakika sonra alinan LBA iceren petri kabi 1
NBQM2020_074 A4 E. coliile 10* ufc / mL'de agilanmis, yatagin sag tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 45 dakika sonra alinan LBA igeren petri kabi 1
NBQM2020_075 Bl E. coli ile 10* ufc / mL'de asilanmig, yatagin én tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 5 dakika sonra alinan LBA iceren petri kabi 1
NBQM2020_076 B2 E. coliile 10* ufc / mL'de agilanmis, yatagin én tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 15 dakika sonra alinan LBA igeren petri kabi 1
NBQM2020_077 B3 E. coli ile 10* ufc / mL'de asilanmig, yatagin én tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 30 dakika sonra alinan LBA iceren petri kabi 1
NBQM2020_078 B4 E. coliile 10* ufc / mL'de agilanmis, yatagin én tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 45 dakika sonra alinan LBA igeren petri kabi 1
NBQM2020_079 Cc1 E. coli ile 10* ufc / mL'de asilanmis, yatagin sol tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 5 dakika sonra alinan LBA iceren petri kabi 1
NBQM2020_080 C2 E. coliile 10 ufc / mL'de asilanmis, yatagin sol tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 15 dakika sonra alinan LBA iceren petri kabi 1
NBQM2020_081 c3 E. coliile 10* ufc / mL'de asilanmis, yatagin sol tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 30 dakika sonra alinan LBA igeren petri kabi 1
NBQM2020_082 c4 E. coliile 10 ufc / mL'de asilanmig, yatagin sol tarafinda ve iyonizasyona maruz kaldiktan 45 dakika sonra alinan LBA igeren petri kabi 1
NBQM2020_083 D1 E. coli ile 10* ufc / mL'de asilanmis, havanin geri déniiste yaladigi yerden ve iyonizasyona maruz kaldiktan 5 dakika sonra alinan LBA igeren 1
petri kabi
NBQM2020_084 D2 E. coli ile 10* ufc / mL'de asilanmig, havanin geri déniste yaladigi yerden ve iyonizasyona maruz kaldiktan 15 dakika sonra alinan LBA iceren 1
petri kabi
NBQM2020_085 D3 E. coliile 10* ufc / mL'de agilanmis havanin geri déniiste yaladigi yerden ve iyonizasyona maruz kaldiktan 30 dakika sonra alinan LBA iceren 1
petri kabi
NBQM2020_086 D4 E. coli ile 10* ufc / mL'de asilanmig, havanin geri déniste yaladigi yerden ve iyonizasyona maruz kaldiktan 45 dakika sonra alinan LBA iceren 1
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4.Prosediirler / Duzenlemeler.
Teknolojinin virlisidal aktivitesini degerlendirmek icin, bakteriyofaj enfektivitesinin azalmasi,

dekontaminasyon isleminden ©nce ve sonra viral titrelerin (liziz plak olusturan birimler)
logaritmasindaki farkliliklardan hesaplandi. Bu, bakteriyofaj bir konakg! hiicreyi enfekte ettiginde,
uygun bir sustan cok cesitli boyut ve morfolojiye sahip liziz plakalarinin Uretildigi ve bunlarin
saptanmasina ve sayimina izin verildigi dikkate alinarak cift katmanli agar yontemi kullanilarak
gerceklestirildi (UNE EN 1SO 10705 -1).

Teknolojinin bakterisidal aktivitesi, bakteri konsantrasyonunun logaritmalarindaki fark (mililitre basina
koloni olusturan birimler (cfu / mL), LBA plakalarini seri seyreltmeyle kaplayarak ve her birindeki cfu
sayisini dogrudan sayarak, dekontaminasyon isleminden 6nce ve sonra bakteri canhligindaki azalma
hesabi degerlendirildi. Ayrica, pozitif bir kontrole goére (dekontaminasyona tabi olmaksizin)
dekontaminasyon sistemine enjekte edilen plakalarda bakteri Gremesinin varligina veya yokluguna
dayali olarak aktivite niteliksel olarak da degerlendirildi.

4.1. Biyolojik Materyal segimi

Bu calismayi gergeklestirmek icin, bakteriyofaj MS2 ve bakteri Escherichia Coli ATCC 15597 segildi, her
ikisi de biyolojik risk 1 grubuna (birey ve toplum igin risk yok veya ¢ok diisiik risk) (ispanyol Kraliyet
Kararnamesi 664/1997). Tahlillerde kullanilan tim mikroorganizmalar, standart kultirlerin bir
derlemesidir, genetik ve fizikolojik aktiviteleri en aza indirilmistir ve boylece potansiyel mutasyonlari
onlenmistir.

Bakteriyofaj MS2, pozitif anlamda tek sarmalli RNA genomuna, ikosahedral kapsid simetrisine sahiptir
ve Escerichia Coli bakterisini ve Enterobacteriaceae ailesinin diger Gyelerini enfekte eder. MS2, 2 ve
R17 bakteriyofajlari dahil olmak tzere yakindan iliskili bir bakteri viriis ailesinin bir tyesidir. MS2, viral
bir reseptor olarak gérev yapan bir "pili" yi kodlayan dogurganlik faktori (F) tasiyan enterik bakterileri
enfekte eder. MS2, benzer olgunlasan proteini yoluyla "piliye" baglanir. Faj konakgi hicreleri, virali
partiklllerinin replikasyonu ve kapsillenmesinden sonra lize edilir (yok edilir), béylece yeni virisler,
cok cesitli boyut ve morfolojiye sahip liziz plakalari treterek yeni bir enfeksiyon gerceklestirmekte
serbesttir.

Bakteriyofaj MS2 kurumaya karsi ¢ok direnclidir, bu nedenle dekontaminantlari degerlendirmek icin
farkh testlerde kullanilmistir. "Gida ve enddistriyel alanlarda kullanilan kimyasal dezenfektanlarin
bakteriyofajlarina karsi virtsidal aktivite maddesinin degerlendirilmesi igin niteliksel slispansiyon
testleri" (UNE EN 13610: 2003). Koti amach cevresel ylizeyler icin amaclanan virisidal ajanlarin
"cevresel ylizeyleri yok etme etkinligi" (ASTM-1053) : 97)
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Escherichia coli, Enterobacteriaceae ailesine aittir ve insanlar gibi homeotermik hayvanlarin
gastrointestinal mikrobiyotasinin bir parcasidir. Dogurganlk faktori (F) tasiyan enterik bakterileri
enfekte eden bakteriyofaj MS2'nin konagidir. Dekontaminasyon etkinligini degerlendirmek igin
bircok testte kullaniimistir: Kimyasal bakteriyofajlara karsi virtisidal aktivitenin degerlendirilmesi icin
kantitatif stispansiyon testleri gida ve enddistriyel alanlarda kullanilan dezenfektanlar "(UNE EN
13610: 2003)." Virusidal ajanlarin etkinligi cansiz ¢cevresel ylzeyler i¢in" (ASTM-1053: 97).

Bu tahliller icin, mikrop 6ldirtci aktivite, 4 © C'de saklanan % 0.3 kloroform icinde bakteriyofaj MS2
ATCC 15597 B1 ve test mikroorganizmalari olarak -80 °C'de % 15 gliserol icinde korunan Escherichia
coli ATCC 15597 kullanilarak degerlendirildi (sekil 5).

Escherichia Coli (Migula) Castellani ve Chalmers (ATCC® 15597™)
ATCC Numarasi: 15597™
Yk tasarimi: C-3000
Yk tipi: yok
Biyo glivenlik seviyesi: 1
Uriin formati: kuru dondurulmus
Escherichia Coli bakteriyofaj MS2 (ATCC® 15597-B1™)
ATCC Numarasi: 15597-B1™
MS2 olarak tutuldu
Yik tasarimi:MS2
Yiik tipi: yok
Biyo glivenlik seviyesi: 1
Uriin formati: kuru dondurulmus
Sekil 5. Kullanilan mikroorganizmalarin detayli nitelikleri

4.2. Kiltlr ortami ve reaktifler

Besiyerlerin hazirlanmasi ve sonuglarin tekdizeligi icin laboratuar analitik kalitede taninan
kimyasallar veya tamamen susuz bir besiyer kullandi. Yalnizca damitilmis su veya esdeger saflikta su
kullanildi.

Kullanilan kiltlr besiyerleri sunlardi;

Luria Bertani Agar (IBA)

Formul (g / L):

Tripton 10,0
Maya Ekstresi 5,0

Sodyum klorit 10,0
Agar 15,0

Nihai pH: 7,3 £ 0,2; 15 dakika 121 + 3 °C'de otoklavlandi.
Luria Bertani Agar Yari kati (LBAss)
Formil (g / L):

Tripton 10,0
Maya Ekstresi 5,0
Sodyum klorit 10,0
Agar 6,0

Nihai pH: 7,3 £ 0,2; 15 dakika 121 + 3 °C'de otoklavlandi.
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Luria Bertani Broth (LB)
Formul (g / L):

Tripton 10,0

Maya Ekstresi 5,0

Sodyum klorit 10,0

Nihai pH: 7,3 £ 0,2; 15 dakika 121 + 3 °C'de otoklavlandi.
Solusyon SM

Formul (g / L):

Sodyum klorit 5,8

Magnezyum sulfat 2,0

5 mL Tris-Cl 1M (pH 7,3 £ 0,2) eklenir ve 0,2 um membran kullanilarak stzilr.
Tampo Tris-Mg-Ca

10mM Tris-HCI
10mM MgSOa4
5mM CaCl,
Nihai pH: 7,3 £ 0,2; ve 0,2 um membran kullanilarak steril edilir.
Sodyum klorit 0,5
Formul (g / 100L):

MgSOs 24,6

0,2 um membran kullanilarak steril edilir.
Tris-HCI 0,5M
Formul (g / 500L):

Tris 60,57 g

400 mL distile suya 60, S7 g Tris bazi ekleyin ve HCl kullanarak pH'i 7,5'e ayarlayin. Birimi tamamla
500 mL distile su ile hacmi tamamlayin. Nihai pH: 7,3 £ 0,2; 15 dakika 121 + 3 °C'de otoklavlandi.
Fosfat Tamponlu Salin (PBS) 1X

Formul (g / L):

Sodyum klorit 10,0g

Potasyum klorir 0,25g

Disodyum Hidrojen Fosfat 1,12¢g

Potasyum fosfat 0,25g

Nihai pH: 7,3 £ 0,2; ve 0,2 um membran kullanilarak steril edilir.
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Mikroorganizmalar
Testler icin, SM'de bir bakteriyofaj MS2 ATCC 15597-B1 slispansiyonu ve Ustel faza blyatilmus bir
Escherichia coli ATCC 15597 kalttrd kullaniimistir.

4.3. Ekipman

36 + 2 ° C'de inkubator

36 £ 2 ° C'de ¢alkalamali inkiibator

pH olcer

McFarland dansitometresi

Girdap

Su banyosu

Biyogivenlik kabini seviye Il

Petri kaplari

Kdltir tupleri

5+ 3° C'de buzdolabi

Dondurucu -70 £ 10 ° C'de

Mikropipetler ve ipuglari

Steril bezler

Nebulizator

INTA'dan ELPI + cihazi 6rnekleme sisesi stitunu
Aerosolleri sivida tutan biyo 6rnekleyici (Biocapture)
Aerosolleri katida tutan biyo érnekleyici (AirSampler)
Soguk plazma bipolar iyonizasyon cihazi (PlasmaAir)

4.4. Mikrobiyal kiiltiirlerin hazirlanmasi

UNE EN ISO 10705-1'de agiklanan talimatlara gore hazirlanan % 0.3 kloroform iginde 4 °C'de
saklanan bir bakteriyofaj slispansiyonu ve % 15 gliserol icinde -80 ° C'de saklanan bir Escherichia coli
stspansiyonu kullanildi. Testlere baslamadan dnce bakteriyofajin viral titresi hesaplandi. Viral titreyi
belirlemek icin 20 + 2 mL LB besiyeri 50 mL kapasiteli bir siseye eklenmis, 6nceden 37 °C'ye i1sitilmis
ve 200 pl Escherichia coli ile gece boyunca blytiilmis (asilama 1: 100) ve ardindan 37 +2 ° C'de 3
+ 1 saat boyunca hafif¢e calkalama (150 rpm) ile Ussel bliylime fazina ulasilana kadar inkiibasyona
(yaklasik 102 cfu / mL) tabi tutulmustur. Biyiimeyi kontrol etmek icin bakteri kiltiiriiniin bulanikhg
McFarland yontemini kullanarak her giin 30 dakika, teorik McFarland birimlerine karsilik gelen cfu
ekstrapole ederek (Tablo V) dlguldi.

Tablo V. Bakteri konsantrasyonu ile teorik McFarland birimleri arasindaki korelasyon.

E.Coli konsantrasyonu x 108 cfu / mL | McFarland birimleri
1,5 0,5
3
6
9
12
15
18
21

N[O w|N
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Bakteri kilturi Gstel bliyiime fazina ulastiginda, sisenin buzlu bir kaba aktarilmasiyla hizla sogutuldu.
% 0.3 kloroform varliginda 4 °C'de saklanan bir faj stispansiyonundan 50 pL Tris-Mg-Ca tamponuna
4,50 uL ilave edilerek seri seyreltmeler yapildi. Her seyreltmenin 120 pl'si, ¢ift olarak Usli faza
blyltalen 120 pL konakgr sus ile karistirildi. Karisim, bakteriyofajin konakgi hiicrelere baglanmasi
icin oda sicakhiginda 10 dakika inkibe edildi.

Daha sonra 200 uL bakteriyofaj / konakgi hiicre karisimi alindi ve 3 mL 6nceden isitilmig LBAss ortami
(48 °C'de) igeren bir tipe eklendi. Tersine gevirerek dikkatlice karistirildiktan sonra igerikler LBA
iceren Petri kabinin ylzeyine dokuldi. Petri kaplarinin katilasmasina izin verildive 36 £ 2 °C'de 18 +
2 saat inkibe edildi.

inkiibasyon siiresinden sonra, asagidaki formiil uygulanarak lizis veya Viral plaklarin sayisi belirlendi:

titre = ( ——:;—l-) X 10 pfu/mL

(n1+0,1n2)

n 1: Sayilabilen en yiiksek seyreltmede plak sayisi
n 2: Sayilabilecek en yiiksek seviyeden 6nce seyreltmedeki plak sayisi
d: Sayilabilecek en yliksek seyreltme

Deneme 2 ve 3'te nebulizasyon igin kullanilan ilk bakteriyofaj slispansiyonunun viral titresi sunlardi:
Deneme 2 (pozitif kontrol): 2.25x10° pfu/mL.
Deneme 3 (iyonizasyon testi): 2.47x10° pfu/mL.
Bakteri kulturlerindeki canli cfu / mL sayisini 6lgmek icin, kiilttiriin seri seyreltmeleri hazirlanmistir.
900 pL PBS tamponuna 100 pl kiltur eklenerek ve her seyreltmeden 100 pl LBA ortamina iki kez ve
36 + 2 °C'de 20 * 4 saat inkiibasyonun ardindan asilanmistir. inkiibasyon siiresinden sonra, canli
bakteri sayisi, LBA plakalar (zerindeki kolonilerin dogrudan sayilmasiyla olgildi. cfu/ ml'yi
hesaplamak icin asagidaki denklem uygulandi:
c

N= v ing <1
c: sayilabilen tim plakalarda sayilan kolonilerin toplami.
nl: en disiik seyreltmede sayilan plakalarin sayisi.
n2: en yiksek seyreltmede sayilan plakalarin sayisi.
d: en disik seyreltmeye karsilik gelen seyreltme faktori

4.5. Metodoloji

Bakteriyofaj MS2 ile yapilan denemeler igin, aerosolii olusturmak ve bunu, kati ve sivi ortamda
ornekleyerek hava numunelerinin toplanmasi icin test odasina ve cubuklar kullanilarak yuzeylere
yaymak lzere SM tamponu icinde 500 ml bir bakteriyofaj siispansiyonu hazirlandi.

Eklvyon 6rneklerinden bakteriyofaji geri kazanmak igin, eklivyon ¢cubuklarindan her birini iceren
steril tiipe 2 mL SM solisyonu ilave edildi ve 4 °C'de 1 saat ¢alkalandi. Yikama sivisi, mikrobiyal analiz
yapilana kadar 4 °C'de tutulan steril bir tlipte toplandi.
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Bolim 4.4'te aciklanan prosediiri takiben, ekiivyon cubuklarindan ve ayrica hava sivisi
orneklerinden geri kazanilan bakteriyofaj slispansiyonundan seri seyreltmeler yapilmistir.
inkiibasyondan sonra, plaklarin sayisi sayilabilecek en yiiksek seyreltmede ve hemen 6ncekinde
denklem 1 kullanilarak belirlendi.

Kati besiyerinde ¢arpma yoluyla toplanan numuneler dogrudan 36 + 20'de (18 * 2 saat) inkiibe
edildi. Deneme 1 igin Usli fazda 100 pL’lik E. coli'nin yayilmis asilamasindan olusan kati besiyer ve
E. coli'nin Ussel fazdaki 200 pL asilamasi, 6nceden isitilmis LBAss besiyeri {48°C) iceren 4 mL'lik bir
tlpe eklenir; bu, ters cevirme yoluyla dikkatlice karistirilir ve deney 2 ve 3 igin bir Petri kabinin
ylzeyine LBA besiyeri ile dokilur.

Deneme 4, cift kutuplu iyonizasyonun asilanmis kati ve sivi kiiltiirlere Gsla fazda E. coli ile dogrudan
uygulanmasiyla gergeklestirildi.

islemden sonra kati numuneler dogrudan 36 + 2 ° C'de 18 * 2 saat inkiibe edildi. Sivi numunelerden
seri dilisyonlar, bolim 4.4'te aciklanan islem izlenerek hazirlandi. inkiibasyondan sonra, canli
bakteri sayisi, LBA plakalari Gzerindeki kolonilerin dogrudan sayiimasiyla 6lgtldii. Denklem 2, cfu/mL
sayisinl hesaplamak icin uygulandi.

5. Deneme yiiriitme tarihleri
Projenin tamami 4 ile 14 Mayis 2020 tarihleri arasinda gerceklestirildi.

6. Numune alma plani veya prosediirii (uygulanabilir oldugunda)
Uygulanamaz.

7. Sonuglar
Her denemede elde edilen sonuglar asagidaki gibidir:

7.1. Deneme 1

Bu deneme bipolar iyonizasyon uygulanmadigi icin pozitif kontrol olarak adlandirildi.

Tum ylzeylerde ve ylizeylerde dnemli bir bakteriyofaj sayisi elde edilmemistir. Dahasi, kati besiyerle
kullanilarak yapilan biyo 6rnekleme metodoloji ise yaramadi.

Pozitif kontroliin deneysel tasarimdaki degisikliklerle baska bir tekrari, bipolar iyonizasyon deneyi
ile karsilastirmaya izin vermek igin 6nerildi.

7.2. Deneme 2

Bu deneme, 6nceki pozitif kontroliin (deneme 1) tekrariydi. ilk deneme havadaki bakteriyofajin
diisik konsantrasyonunu gosterdiginden, kati besiyerle biyo 6rnekleme tekniginin yani sira
ornekleme alanlarinda ve zamaninda bazi degisiklikler yapildi.

Nebulizasyon icin kullanilan soliisyondaki bakteriofajin konsantrasyonu 2,25x10° pfu/mt idi. Kontrol
denemesinde elde edilen sonuclar Tablo VI'da gosterilmektedir.
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Tablo VI. Oda Kontrol denemesinden elde edilen sonuglar (Deneme 2)

Sivida Biyo Ornekleyici Numuneleri Sayim (log pfu/mL)

LA —zaman noktas! 1 (nebilizasyon siiresinde 5 dak 6rnekleme) 4,16

LB — zaman noktasi 2 (nebdlizasyon siiresinde 5 dak 6rnekleme) 3,46

Katida Biyo Ornekleyici Numuneleri Sayim (log pfu/mL)

S1-dakika 0 (>265 pfu) - >4,21

S2 — dakika 1,4

(>265 pfu) - >4,21

S3 —dakika 2,8

(>265 pfu) - >4,21

S4 — dakika 4,2

(>265 pfu) - >4,21

S5 — dakika 5,6

(>265 pfu) - >4,21

S6 — dakika 7

(>265 pfu) - >4,21

S7 —dakika 8,4

(>265 pfu) - >4,21

S8 — dakika 9,8

(>265 pfu) - >4,21

Yiizey Ornekleme Sayim (log pfu/mL)
H1 —tablo 1,60

H2 — maske 1,48
H3 — ELP1 + cihaz (INTA) 1,18

H4 — hava donds alani 0

H5 - ELP1 6rnekleme sise kolonu + cihaz 0

H6 - ELP1 6rnekleme sise kolonu + cihaz 0

H7 - ELP1 6rnekleme sise kolonu + cihaz 0

H8 - ELP1 6rnekleme sise kolonu + cihaz 0,49

Sivi biyo-6rnekleyici ile rnekleme zamani 1’de (nebilizasyon sirasinda 5 dakikalik érnekleme) ve
ornekleme zamani 2’de (nebiilizasyondan sonra 5 dakikalik 6rnekleme) bakteriyofaj
konsantrasyonunda bir azalma gozlenmistir.

Muhtemel sebep, virlis pargaciklarinin biliylik su pargaciklariyla temas ettiginde yere inmesidir.
Canli, 6rnekleme sise kolonu 6rneklerinde bakteriyofaj degerleri bulsaydi, bu durum dogru olacakti.
Bakteriyofajin hangi partikil boyutunda bulunabilecegini gérsellestirebilmek icin 6rnekleme sise
kolonundan daha fazla yiizey 6rnegi almak gerekli olacaktir.

Kati biyo-ornekleyiciden alinan drneklerle ilgili olarak, 1000 bakteriyofaj partikiilinden daha buyiik
sayilara karsilik gelen sayilamayan degerler elde edildi. Kullanilan ekipman, Petri kabi basina toplam
partikil sayisinin ayarlanmasini gerektirdiginden, maksimum sayi 265 pfu/L olarak saptandi. Bu
verilerin dontisimu bizi ortalama 4,21 log pfu / L'ye gotirar.

Ekiivyon cubugu ile numune alinan yiizeylerde 1-1.6 log pfu/cm? diizeyinde sonug elde edilmistir.
Daha 6nce bahsedildigi gibi, 6rnekleme sise kolonunda higbir bakteriyofaj degeri bulunamamistir ve
hava donis alani alaninda da aynidir.

7.3. Deneme 3

Bu deneme, deneme 2 (pozitif kontrol) ile ayni sekilde ve oda havasini islemek igin bipolar
iyonizasyon teknolojisi uygulanarak gerceklestirildi.

Nebulizasyon icin kullanilan soliisyondaki bakteriyofaj konsantrasyonu 2.47x10° pfu / ml idi.

Bu denemede elde edilen sonuglar Tablo VlIl'de gosterilmektedir.
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Tablo VII. Oda Kontrol denemesinden elde edilen sonuglar (Deneme 3)

Sivida Biyo Ornekleyici Numuneleri Sayim (log ptu/mL)
LA — zaman noktasi 1 (nebilizasyon siresinde 5 dak 6rnekleme) 4,00

LB — zaman noktasi 2 (nebilizasyon siiresinde 5 dak 6rnekleme) 3,04

Katida Biyo Ornekleyici Numuneleri Sayim (log pfu/mL)
S1 —dakika O (>265 pfu) - >4,21
S2 — dakika 1,4 (>265 pfu) - >4,21
S3 — dakika 2,8 (>265 pfu) - >4,21
S4 — dakika 4,2 (>265 pfu) - >4,21
S5 — dakika 5,6 (>97 pfu) - >3,08
S6 — dakika 7 (>57 pfu) ->2,81
S7 — dakika 8,4 (>61 pfu) - >2,84
S8 — dakika 9,8 (>38 pfu) ->2,61
Yiizey Ornekleme Sayim (log pfu/mL)
H1 —tablo 0,75

H2 — maske 0,80

H3 —ELP1 + cihaz (INTA) 0,52

H4 — hava donds alani 0

H5 - ELP1 6rnekleme sise kolonu + cihaz 0

H6 - ELP1 6rnekleme sise kolonu + cihaz 0

H7 - ELP1 6rnekleme sise kolonu + cihaz 0

H8 - ELP1 6rnekleme sise kolonu + cihaz 0,23

Sivida biyo-6rnekleyici ile 6rneklemede, kontrol denemesine (deneme 2) kiyasla), zaman noktasi 1.
(nebulizasyon sirasinda 5 dakikalik 6rnekleme) ve zaman noktasi2. (nebulizasyondan sonra 5
dakikalik 6rnekleme) arasinda bakteriyofaj konsantrasyonunda hafif bir azalma gozlemlenebildi. Bu
azalma 6nemli degildi.

Kati biyo-6rnekleyici ile orneklemede, havada dagilan bakteriyofaj miktari oldukca yiksek
oldugundan, nebulizasyon siresine karsilik gelen ilk 5 dakikalik 6rnekleme sirasinda sayilamayan
degerler elde edilmistir. Ek olarak, nebulizasyondan 5 ila 10 dakika sonra toplanan 6rneklerde
onemli bir azalma gozlendi (6rnekler. S5-S8). Bakteriyofajin 2 log'luk bir azalmasinin yalnizca 10
dakikalik bir bipolar iyonizasyona maruz kalinmasi siiresinde elde edildigini vurgulamak biyiik dnem
tasimaktadir.

Ekiivyon cubugu ile drnekleme ile analiz edilen yiizeylerde 0.70 - 0.85 log pfu / cm? diizeyinde bir
azalma gozlenmistir. Kontrol denemesinde oldugu gibi, érnekleme sisesi kolonunda veya hava
dons alani higbir bakteriyofaj degeri bulunamadi.

7.4. Deneme 4

Laboratuvarda kullanilan metodoloji ise yaramadigindan, E. coli'ye karsi iyonizasyonun etkinligi
konusunda kesin sonug elde edilmemistir. Bu islemi tekrarlamak ilging olacaktir.

8. Uygunluk beyani (uygun oldugunda)

Burada tatbik edilemez

9. Ozet, goriisler, yorumlar

Toplam 4 deneme yapildi. Bunlardan ikisi herhangi bir sonuca (Deneme 1 ve 4) katkida bulunmadi
ve tekrarlanmalarini gerektirdi.
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Deneme 2 ve 3'te elde edilen sonuglardan, soguk plazma bipolar iyonizasyon sisteminin havadaki
bakteriyofaj MS2 konsantrasyonunu bu otel odasinda test edilen kosullar altinda yaklasik 2 log birim
azaltmada etkili oldugu sonucuna varilabilir.
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