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Abstrakt

Wprowadzenie Bezprecedensowa odporno$¢ prionéw na klasyczne metody dekontaminacyjne oraz mozliwo$¢
przenoszenia choréb prionowych droga jatrogenng za posrednictwem urzadzen medycznych stanowig ogromne
wyzwanie dla stuzb kontroli zakazen w placéwkach stuzby zdrowia. Ze wzgledu na szeroka dystrybucje
tkankowa czynnika zakaznego wywolujacego wariant choroby Creutzfeldta-Jakoba u ludzi, istnieje pilna
potrzeba opracowania nowych procedur dekontaminacyjnych mozliwych do zastosowania w praktyce.

Metody DostosowaliSmy do potrzeb badania metode in vivo wykorzystujaca prety ze stali nierdzewnej skazone
prionami szczepu 263K wywotujacego trzgsawke (skrapie) i zaadaptowanego do organizmu chomika. Aby
zbada¢ mechanizm dzialania ocenianych strategii dekontaminacyjnych, stworzylismy nowy protokét skazania
powierzchni in vitro, kompatybilny ze stosowanymi nastgpnie biochemicznymi sposobami detekcji PrP™ (biatka
prionowego opornego na dziatanie proteaz) na powierzchniach poddanych dziataniu danej procedury.
Zastosowane modele postuzyly ocenie skutecznosci nowatorskich metod fizycznych i chemicznych
wykorzystywanych do inaktywacji prionéw.

Wyniki Wykazano, ze standardowe metody dekontaminacji chemicznej (NaOH 1IN, NaOCl 20 000 ppm) oraz
autoklawowanie w wodzie w temperaturze 134°C obnizajg infekcyjno$¢ o >5.6 log10 dawek $miertelnych;
autoklawowanie bez zanurzenia okazato si¢ nieco mniej skuteczne (redukcja o 4 — 4.5 log). Trzy tagodniejsze
metody dekontaminacyjne, w tym $rodek dezynfekujacy na bazie fenoli, alkaliczny preparat czyszczacy oraz
potaczenie $rodka enzymatycznego z gazowym nadtlenkiem wodoru (VHP) takze okazaly si¢ skuteczne. VHP
stosowane oddzielnie, dzieki czemu zostaje zachowana kompatybilno$¢ z urzadzeniami elektronicznymi,
prowadzito do redukcji infekcyjnosci o okoto 4.5 log (co odpowiada skutecznosci autoklawowania bez
zanurzenia w wodzie).

Dyskusja Proponowane sa nowe procedury dekontaminacyjne zapewniajace bezpieczenstwo sprzgtu
medycznego i chirurgicznego oraz powierzchni, ktére nie moga by¢ poddawanie zalecanym obecnie metodom
unieszkodliwiania prionéw.

Wprowadzenie

Kiedy w Wielkiej Brytanii w 1996 roku
odnotowano pierwsze przypadki wariantu
choroby  Creutzfeldta-Jakoba  (vCID)
zwigzane ze spozyciem  produktéw
mig¢snych zakazonych BSE (encefalopatia
gabczasta bydta), pojawity si¢ tez obawy,
ze poprzez zabiegi medyczne lub produkty
biologiczne pochodzenia ludzkiego (w tym
krew) pacjenci mogg by¢ narazeni na
wtorne zakazenie patogenem
wywoltujacym BSE/CID. Cechy
zakazno$ci wykazano w przypadku wielu
tkanek obwodowych pochodzacych od
chorych z vCID. W odréznieniu od
sporadycznej postaci choroby Creutzfeldta-
Jakoba (sCJD), biochemiczny marker
choroby prionowej (PrP™, biatko prionowe
oporne na proteazy, patologiczna postaé
biatka prionowego) znajdowano tym razem
w narzadach ukfadu limfatycznego, w tym
w $ledzionie, migdatkach, grasicy i
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wyrostku robaczkowym (1, 2). Wykazano
tez, ze w przypadku vCJD u naczelnych
poza ludzmi, PrP™ jest obecne w $luzéwce
jelita i w nerwach obwodowych (3).
Zagrozenie jatrogenne zwigzane z vCJD
zyskalo niedawno na wiarygodno$ci w
zwigzku z doniesieniem 0
prawdopodobnym przypadku zakazenia
poprzez transfuzj¢ krwi (4).

Doprowadzito to do wdrozenia $rodkéw
zapobiegawczych w  odniesieniu  do
produktéw krwiopochodnych,
przeszczepéw tkankowych oraz sterylizacji
narzedzi chirurgicznych. Istnieja
wczesniejsze  doniesienia o kilku
przypadkach jatrogennej transmisji sCJD
za posrednictwem narzedzi
neurochirurgicznych lub w zwigzku ze
skazeniem elektrod (5, 6). Aby unikng¢
podobnych  zdarzen w  przyszlosci,
wprowadzono  stosowne uregulowania
dotyczace ponownego uzycia i

Wytacznie do osobistego uzytku. Rozpowszechniane wymaga zgody Elsevier Ltd.



dekontaminacji narzedzi do neurochirurgii
(7-9). Uregulowania te opieraja si¢ na

zaleceniu stosowania narzedzi
jednorazowych lub narz¢dzi poddawanych
najbardziej  drastycznym  procedurom

dekontaminacyjnym — np. zanurzenie w
IN roztworze NaOH na 1 godzing, a
nastgpnie autoklawowanie w temperaturze
134° przez 18 minut (specjalny tryb
dostarczania pary dla porowatego wsadu)
(9). Jesli to tylko mozliwe, podobne
metody powinny by¢ stosowane w
odniesieniu  do  wszystkich  narzedzi
chirurgicznych i urzadzen endoskopowych.
Niestety wykonalno$¢ takiego rozwigzania
jest ograniczona przez korozyjne dziatanie
NaOH i NaOCl oraz niemoznos$¢
autoklawowania elementéw plastikowych,
gumowych, przegubowych i
elektronicznych (10).

Istnieje wiec pilna potrzeba opracowania
nowych procedur i nowych $rodkéw
chemicznych, réwnoczesnie skutecznych i
praktycznych w dekontaminacji narzedzi i
powierzchni. w wickszosci
dotychczasowych badan nad inaktywacja
prionéw, jako inokulum w standardowych
testach infekcyjnosci  wykorzystywano
pozostatosci badanych materiatéw (7, 8),
cho¢ w badaniu osocza frakcjonowanego
metodg Cohna wykazano silng korelacje
pomiedzy infekcyjnoscig a PrP™ (11).

Opisywany przez innych autorow system
zakladajacy  wykorzystanie  stalowych
pretow, naSladuje kontakt narzedzia
chirurgicznego z zywa tkanka (12, 13). Tg
strategi¢ zastosowaliSmy w badaniu metod
inaktywacji  prionéw  zwigzanych z
powierzchniami. PrzetestowaliSmy kilka
procedur dekontaminacyjnych i kilka
srodkéw  chemicznych, a  nastgpnie
opracowaliSmy trzy nowe protokoty
inaktywacji. Mozna je stosowaé w
odniesieniu do delikatnych urzadzen i
powierzchni, a skuteczno$cig doréwnuja
lub przewyzszajg autoklawowanie w
temperaturze 134°C przez 18 minut.

Metody
Zwierzeta
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W badaniu wykorzystano 6-tygodniowe
samice chomika syryjskiego (Charles
River, Francja) (14, 15). Wszystkie
zwierzeta trzymano w pomieszczeniach
laboratoryjnych 0 3 stopniu
bezpieczenstwa biologicznego,
przeznaczonych do eksperymentalnych
badan prionowych z udzialem gryzoni
(umowa numer A 92-032-02 dotyczaca
zwierzetarni, umowa numer 920189
dotyczaca badan na zwierzgtach).

Material zakazny

Adaptowany szczep 263K wywotujacy
trzgsawke (skrapie) ustabilizowano, a
nastepnie  zakazono nim  chomika
syryjskiego (14, 15). Z tkanki mézgowej
chomikéw w  terminalnym stadium
choroby — miano czynnika zakaznego od 1
x 10" do 1 x 10" medialnych dawek
$miertelnych (LDsp) na gram — uzyskano
homogenat (10%  masa/objetos¢) w
roztworze PBS. Homogenat tkanki
moézgowej zdrowych chomikéw
wykorzystano w charakterze ujemne;j
prébki kontrolne;.

Skazenie powierzchni

W badaniu wykorzystano prety ze stali
nierdzewnej. Prety (stal nierdzewna typu
316; 5,0 mm dlugosci x 0,16 mm S$rednicy)
oczyszczano ultradzwickowo w 2%
roztworze $rodka Triton X-100 przez 15
minut. Nast¢gpnie wyplukano w wodzie
destylowanej i suszono przez 1 godzing w
temperaturze  37°C.  Prety  poddano
sztucznemu skazeniu zanurzajac je w 10%
homogenacie mézgu zdrowego (ujemna
préba kontrolna) lub homogenacie mézgu
zakazonego (préba dodatnia) i
pozostawiajagc  na 1 godzing w
temperaturze pokojowej. Nastgpnie prety
suszono przez 16 godzin w temperaturze
pokojowe;j. Nadmiar  niezwigzanego
czynnika zakaznego usuwano pluczac
przez 5 minut w PBS. Aby uzyska¢ miano
koncowe 1 krzywag zaleznosci migdzy
dawka a okresem inkubacji, prety
zanurzano w  szeregu  10-krotnych
rozcienczen homogenatu dodatniego w
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homogenacie ujemnym. W celu oceny
efektu ptukania przed wszczepieniem,
dodatkowe prety kontrolne (rozcieficzenia
1x10° i 1x10°) ptukano przez 15 minut w
PBS po skazeniu i suszeniu. Do badan in
vitro zamiast pretow stalowych skazono
ptytki szklane nakladajac 20 ul 10%
homogenatu mézgu, a nast¢pnie suszono w
temperaturze 37°C przez 1 godzing.

Metody dekontaminacyjne

Wszystkie procedury dekontaminacyjne
przeprowadzano na trzech niezaleznych
partiach po 5 skazonych pretow. Prety
ptukano nastgpnie w 1 ml wody
destylowanej, suszono i przechowywano w
-80°C przed inokulacja. W badaniach in
vitro wykorzystano ptytki szklane poddane
dekontaminacji zgodnie z tym samym
protokotem.

Wykorzystano  nastgpujace  metody
kontrolne rekomendowane przez WHO
(9): zanurzenie w NaOCl (Swiezo
przygotowany roztwér 20000 ppm, 1
godzina, 20°C), zanurzenie w NaOH (1N,
1 godzina, 20°C), autoklawowanie w cyklu
dla porowatego wsadu (18 minut, 134°C).
Testom poddano nastgpujace metody

dekontaminacyjne: autoklawowanie
pretdw zanurzonych w wodzie (18 minut,
134°C), zanurzenie W roztworze

enzymatycznym (Klenzyme, STERIS,
0.8% v/v w wodzie, 5 minut, 43°C),
zanurzenie w  alkalicznym  $rodku
czyszczacym  (HAMO 100 Prion
Inactivating Detergent, STERIS, 1.6% v/v,
15 minut, 43°C), zanurzenie W
formulowanym preparacie kwasu
nadoctowego (STERIS 20 w rozcieficzeniu
uzytkowym, 12 minut, 55°C) lub $rodku
dezynfekujacym na bazie fenoli (Environ
LpH lub LpHse, STERIS, 5% v/v, 30
minut, 20°C). Réwnoczes$nie, odpowiednie
partie pretéw poddano dzialaniu $rodka
enzymatycznego (jak wyzej), a nast¢pnie
zanurzono w wodzie i autoklawowano w
121°C przez 20 minut. Ekspozycje na
gazowy nadtlenek  wodoru  (VHP)
przeprowadzano w szczelnym pojemniku
podiaczonym bezposrednio do Systemu
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Biodekontaminacyjnego VHP1000 (16).
System ten  generuje suchy (nie
kondensujacy) gazowy nadtlenek wodoru o
stezeniu od 1,0 do 1,5 mg/l i utrzymuje go
przez 3 godziny w temperaturze okoto
25°C.  Niektére  prety  poddawane
ekspozycji na VHP byly wczedniej
traktowane $rodkiem enzymatycznym,
inne wystawiano na dzialanie gazu bez
uprzedniego  kontaktu ze  $rodkiem
enzymatycznym.

Préba biologiczna

Prety  pojedynczo  wszczepiono @ w
przedczolowy obszar podkorowy
poddanych anestezji chomikéw. Zwierzeta
byly nastgpnie regularnie obserwowane
pod  katem  objawéw  klinicznych
pasazowalnej  encefalopatii  gabczastej
(TSE) i zabijane w terminalnym stadium
choroby. Dawke LDsy okreslano metoda
Reeda i Muencha (17). Rozpoznanie TSE
potwierdzata obecno$¢ PrP™ w tkance
moézgowej, wykrywana w tescie ELISA i
Western Blot, zgodnie =z opisanym
wczesniej protokotem (18).

Analiza in vitro mechanizmu dzialania
W ramach analizy in vitro, wysuszone
inokulum poddano dzialaniu testowanej
metody a nast¢gpnie, po usunigciu ze
szklanych ptytek, odtworzono w 120ul
wody. Prébki traktowano, lub nie,
rosngcymi ilo$ciami proteinazy K przez 10
minut w temperaturze 37°C i dodawano
bufor Laemmli’ego 2., Nastgpnie 20 pl
kazdego ekstraktu poddano probie na
obecnos$¢ PrP™ (19).

W przypadku LpH i LpHse, produkt
dodano w stosunku 4:1 do 20%
homogenatu mézgu w 5% roztworze
glukozy i1 poddano inkubacji przez 30
minut w 20°C. Poniewaz fenol hamuje
dziatanie proteaz, musieliSmy
wyekstrahowaé¢ PrP™ z fazy fenolowej
wykorzystujagc  protokét SAF  (opisany
wczesniej, z pominigciem proteinazy K, z
wykorzystaniem dostepnego komercyjne
zestawu Bio-Rad) (20). Probki poddano
nastgpnie  dzialaniu rosngcych  ilosci
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proteinazy K. Prébke odpowiadajaca 200
pg tkanki mézgowej naktadano na zel

poliakrylamidowy = SDS-PAGE  (12%
poliakrylamid), a nastgpnie
przeprowadzano elektrotransfer na
membrang zZ PVDF. Wykonano
immunoblotting  wykorzystujac  mysie
przeciwcialo  monoklonalne  (SAF-60,

przeciwko PrP chomika, kodon 142-160), a
nastgpnie koniugowane z peroksydaza
kozie przeciwcialo anty-mysie (Southern
Biotechnology Associates, Birmingham
AL, USA). Immunoreaktywnos¢
uwidoczniono metodg chemiluminescencji
(ECL, Amersham, Orsay, Francja) i
wykrywano standardowg autoradiografia.

Immunohistochemia

Analizy immunochemiczne
przeprowadzono zgodnie z wcze$niejszymi
opisami (3). Kazdy mézg z wszczepionym
pretem utrwalono przez zanurzenie w
ptynie Carnoya, nastepnie przeniesiono do
butanolu do chwili zatopienia w parafinie.
Prety usuwano przed cigciem mikrotomem.

Odsetek Zgony Okres

transmisji lacznie/populacja  choroby

(100%) Iacznie w

dniach

Préba dodatnia (rozcienczenie)
1x10! 100% 12/12 90(2)*
1x107 100% 12/12 98(5)*
1x10° 100% 12/12 117(6)*
1x10* 100% 12/12 124(11)*
1x10° 92% 11/12 201(60)*
1x10°¢ 22% 2/9 201(39)*
1x107 0% 0/12 >365
1x10% 0% 0/12 >365
1x10” 0% 0/12 >365
1x10*(PBS)t 92% 11/12 114(5)*
1x105(PBS)f 46% 4/11 166(43)*
Préba ujemna (rozcienczenie)
1x10-1 0% 0/12 >365

Dane stanowia S$rednia (SE). * Przed inokulacja prety
plukano w PBS przez 15 minut

Tabela 1: Infekcyjnos¢ pretéw poddanych ekspozycji
na szereg kolejnych 10-krotnych rozcienczen
homogenatu tkanki mézgowej chomikéw zakazonych
szczepem 263K wywolujacym scrapie

Skrawki o grubo$ci 5 um umieszczano na
szkietkach  pokrytych polilizyng. Po
potraktowaniu proteinazg K (2ug/ml, 10
minut w 37°C), PrP wykrywano przy
pomocy przeciwciala monoklonalnego
polaczonego z biotyng (SAF-32, przeciwko
PrP chomika, kodon 79-92, 1 pg/ml, 2
godziny w temperaturze pokojowej).
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Rola zroédia finansowania

Firma STERIS Ltd. zapewnita wsparcie
finansowe dla czesci opisanego badania
(analizy in vivo). Firma STERIS nie brata
udziatu w zbieraniu ani analizie danych, a
jej zaangazowanie w projekt badania

ograniczato sie do protokotéw
dekontaminacji pretow.

Wyniki

Skazenie pretow kolejnymi
rozcieniczeniami ~ homogenatu  tkanki

moézgowej chomikéw w  terminalnym
stadium  skrapie (szczep 263K) i
wszczepienie ich zwierzgtom badanym
pozwolito ustali¢c zalezno$¢ pomiedzy
mianem infekcyjnym (punkt koncowy na
poziomie 1x10°° LDsp), odsetkiem
transmisji i okresem inkubacji (tabela 1).
Stopniowe zmniejszenie odsetka transmisji
i wydluzenie okresu inkubacji wraz ze
wzrostem rozciefczenia materiatu
zakaznego pozostaje w zgodzie z
uzyskanymi wcze$niej wynikami dla
bezposredniej inokulacji homogenatem
tkanki mézgowej (15). Implantacja dwéch
partii pretéw ptukanych przez 15 minut w
PBS prowadzila do  nieznacznego
obnizenia odsetka napadéw w poréwnaniu
z  pretami nie  plukanymi, bez
rownoczesnego  przedtuzenia  okresu
inkubacji.

Uzyskane wyniki podsumowano w tabeli
2. Redukcje infekcyjnosci uzyskano
porownujac wskaznik napadéw i okresy
inkubacji dla transmisji w tabeli 2 z
analogicznymi warto$ciami dla szeregu
rozcienczen w tabeli 1. Wszystkie metody
dekontaminacyjne pozwalajagce uzyskac
redukcje infekcyjnosci rzgdu 5.6 log lub
wiecej (co odpowiada warto$ci progowej
dla detekcji infekcyjnosci) uznaje si¢ za
metody umozliwiajgce peing
dekontaminacje¢ w granicach czutosci
naszego modelu.

Obydwie metody chemiczne zalecane
przez WHO (NaOH IN i NaOCI 20 000
ppm)(9) doprowadzily do calkowitej
dekontaminacji.  Inaktywacja  poprzez
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autoklawowanie w 134°C przez 18 minut
okazata si¢ jednak niedoskonala, o ile prety
nie byly w czasie cyklu zanurzone w
wodzie. Srodek enzymatyczny umozliwit
czgsciowg dekontaminacjg, ale jego
skutecznos¢ znacznie wzrosta w
kombinacji z  autoklawowaniem ~—w
temperaturze 121°C. VHP stosowane
samodzielnie prowadzilo do obnizenia
infekcyjnosci o 4.5 log, ale w potaczeniu z
preparatem  enzymatycznym  dawalo
catkowita dekontaminacje. Srodek
alkaliczny dawal pelng dezynfekcje w
rekomendowanej temperaturze, podobnie
fenolowy preparat Environ LpH (dawnie;j
znany jako LpH, jego skutecznos$é
wykazano w badaniach nad zawiesinami
21)).

Badaniu poddano tez wptyw wybranego
sposobu postepowania
dekontaminacyjnego na ilo§¢ PrP™ i
poziom jego opornosci na proteazy. Do
tego celu wykorzystano metode western
blotting i przeciwcialo monoklonalne SAF-
60 (podobne wyniki uzyskano dla innych
przeciwcial o réznej swoistosci, dane nie
zawarte w  niniejszej pracy). Aby
odtworzy¢ skazenie i dekontaminacje
powierzchni, poszczegdlnym metodom
dekontaminacyjnym  poddano  ptytki
szklane skazone uprzednio kontrolowang
iloscia homogenatu tkanki mdzgowe;.
Poddane ekspozycji inokulum (nadal
widoczne w postaci przezroczystego
biofilmu) zeskrobano i poddano analizie na
obecnos$¢ PrP™. Wyniki byty odtwarzalne
w kolejnych eksperymentach, nawet jesli
uzywano innych homogenatéw tkanki
moézgowej. Co wigcej, podobne wyniki
uzyskano na powierzchniach stalowych
(dane nie zawarte w niniejszej pracy).

Metoda Odsetek  Zgony Okres Log
transmis  lacznie/  trwani redukc
ji populac a ji

ja chorob
Iacznie y w
dniach

NaOCl 0% 0/8 >365 >5.6

20000 ppm,

20°C, 1 godz.

NaOH 0% 0/12 >365 >5.6

1N, 20°C,

1 godz.
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Autoklawowan  60% 6/10 197 4-4.5
ie* (7/10)a (86)8§

134°C, 18 min

Autoklawowan 0% 0/11 >365 >5.6
ief

134°C, 18 min

Srodek 10% 1/10 242 =5
enzymatyczny (4/10)a

+

autoklawowani

ef

0.8%, 43°C, 5

min/121°C, 20

min

Srodek 100% 10/10 143 ~3.5
enzymatyczny (12)§

0.8%, 43°C, 5

min

Srodek 0% 0/11 >365  >5.6
alkaliczny

1.6%, 43°C, 15

min

Kwas 100% 12/12 155 ~3.5
nadoctowy (60)§

0,25%, 55°C,

12 min

Srodek 0% 0/11 >365  >5.6
fenolowy

5%, 20°C, 30

min

VHP 33% 4/12 170 ~4.5
1.5 mg/l, 25°C, (33)§

3 godz.

Srodek 0% 0/11 >365 5.6
enzymatyczny

+ VHP

0.8%, 43°C, 5

min/ 1,5 mg/l,

25°C, 3 godz.

*Prety w czasie autoklawowania w 134°C umieszczono na
podpérkach fPrety w czasie autoklawowania w 134°C
zanurzono w wodzie $Po ekspozycji na S$rodek
enzymatyczny, prety zanurzono w wodzie i autoklawowano
w 121°C § Dane usrednione (SE). Po zakonczeniu badania
u kilku zwierzat bezobjawowych wykryto PrP™ i wlaczono
je do grupy z dodatnia transmisja.

Tabela 2. Wplyw réznych metod na skazone prety

Przy braku procedury
dekontaminacyjnej, w badaniu inokulum
zdrowego mozgu sygnat PrP pojawiat sig
do dawki proteinazy K rzedu 2ug/ml. W
przypadku zakazonego modzgu, sygnatl
PrP™ utrzymywat sie¢ nawet przy dawce
proteinazy K rzedu 2 mg/ml (ryc. 1A,
préba kontrolna). Metoda VHP prowadzita
do wzmocnienia sygnatu PrP™ pod
nieobecnos¢ traktowania proteinaza K,
wykrywane PrP™ bylo jednak w petni
podatne na dziatanie proteinazy K, co
wykazano dzigki zanikowi sygnatu PrP™
juz przy najnizszej dawce proteinazy K
wynoszacej 2 ug/ml (ryc. 1A).

Alkaliczny $rodek czyszczacy (zlozony z
KOH i detergentow) taczylt efekt usuwania
PrP™ z uwrazliwieniem na proteinaze K
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(ryc. 1B, panele H,O i $rodka alkalicznego
— pasma od 5 do 8). Sygnal PrP™ zanikat
catkowicie przy dawce proteinazy K 20
pg/ml. w poréwnaniu zZ
nieformutowanymi zwigzkami
zasadowymi o tym samym st¢Zeniu
(0,006N KOH Iub NaOH, co odpowiada
stezeniu  0,16% $rodka alkalicznego
wykorzystanego w  eksperymencie in
vitro): sygnal PrP™ nie =zanikal pod
wplywem 20 pg/ml proteinazy K po
potraktowaniu zasadami, natomiast po
srodku alkalicznym nie byl wykrywany juz
przy zastosowaniu 8ug/ml proteinazy K
(ryc. 1 B). Przy =zalecanym st¢zeniu,
wykorzystanym w badaniu in vivo (1,6%),
zaobserwowano brak sygnalu (dane nie
zawarte w artykule). Efekt ten wykazano
dla temperatury 43°C (zalecana
temperatura), natomiast w  nizszych
temperaturach (ponizej 25°C, dane nie
zawarte w artykule) wykazano brak
takiego dziatania.

A
Suche MW
inokulum ujemne dodatnie (kDa)
- 40
- 20
61T % P o o1 % -L@.l@tﬂ‘
PK(ug/ml) kontrolna
Suche
Inokulum ujemne dodatnie VHP

b

ui‘bl‘-‘ui‘bl‘-‘_t_ﬁ.*-‘

PK(pg/ml)
Pasma 12 3 4 56 78 9

B
Suche
inokulum ujemne dodatnie H,O
— 40
. m. B
— 20
2 1 % 9P o 1 B P
PK(ug/ml)
Suche
Inokulum ujemne dodatnie Srodek
alkaliczn
— 40
' :
- 30
L L
- 20
a1 % 1™ o o1 B AR
PK (ug/ml)
Suche
Inokulum ujemne dodatnie KOH
=40
-
“- §--
- 20
3 1 % 10 6 1 % W
PK (ug/ml)
Suche
Inokulum ujemne dodatnie NaOH
— 40
W 30
T .
— 20

[T T T L R M T 1]
PK (ug/ml)
Pasma 1 23 4 5 6 7 8

Ryc. 2: Analiza western-blotting PrP™ na powierzchni
szklanej plytki po ekspozycji na rézne $rodki chemiczne i
proteinaze K w réznych stezeniach

Wszystkie pasma odpowiadajg analizie 75ug ekwiwalentu tkanki
moézgowej. (A) poréwnuje VHP z préba kontrolng (biofilm nie
traktowany zadna metoda). (B) pokazuje ekspozycj¢ na wode w
43°C, S$rodek alkaliczny 0,16% 1 zwiazki zasadowe o
réwnowaznym stgzeniu (0,006N KOH lub NaOH).
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Pod wptywem zwigzkéw fenolowych
zawartych w preparacie Environ LpH
warstwa tkanki modzgowej natozona na
ptytke szklang ulegta rozktadowi do lepkiej
gumy, nienadajacej si¢ do dalszych badan.
Procedure dekontaminacyjng do analizy in
vitro musieliSmy wiec przeprowadzi¢ na
homogenacie mézgu. Zaréwno Environ
LpH (preparat badany) jak i LpHse (inny
preparat fenolowy) zwigkszaly opornosé
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PrPc na proteinazg K w dawce 20ug/ml
(pasma 4 i 1 na rycinie 2; cze$¢ danych
poza artykulem). Przy tej samej dawce
20pg/ml proteinazy K, Environ LpH i
LpHse prowadzity do powstania agregatow
PrP™ (ryc. 2, pasma 6 i 9 vs. 2, uwaga na
pasmo o wickszej masie czasteczkowej).
Przy wyzszej dawce proteinazy K (2000
pg/ml) nie zaobserwowano  rdznicy
pomigdzy  poszczegdlnymi  metodami
traktowania, a proba kontrolng (ryc. 2,
pasma 71 10 vs. 3).

Homogenat
moézgu
kontrolna LpH LpHse
B g - + - +

".

@ PP 2
I LA S Sl L

PK (ug/ml)

Pasma 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ryc. 2 Wplyw zwiazkéw fenolowych (Environ LpH i LpHse)
na PrPci PrP™

PrP™ oczyszczone z prébki poddanej ekspozycji, poddawano
dzialaniu rosnacych ilosci proteinazy K. Wszystkie pasma
odpowiadaja analizie 200ug homogenatu mézgu. Pasma 1, 4, 5 i
8 to niezakazony homogenat, pasma 2, 3, 6, 7, 9 i 10 to
homogenat zakazony scrapie.

Analizy immunohistochemiczne mézgoéw
chomikéw z wszczepionymi pretami i
rozwojem choroby ujawnily obecno$é¢
ztogbw PrP™ w terminalnym stadium
choroby w tych samych obszarach, w
ktérych wystgpowaty one u chomikéw
inokulowanych homogenatem (ryc. 3, B i
C). Co wiccej, obszary bezposrednio
sasiadujgce z pretem cechowalo wyrazne
wybarwienie PrP™ (ryc. 3, B). Uktad
ztogéw PrP™ w mézgach chomikéw, ktére
zachorowaly po wszczepieniu pretow
dekontaminowanych metodami dajgcymi
tylko cze$ciowa redukcje skazenia (tylko
srodek enzymatyczny — ryc. 3, D),
przypominat uktad PrP™ w mozgach
chomikéw grupy kontrolnej, ktérym
wszczepiono prety bez dekontaminacji
(ryc. 3, B). Chomiki, ktérym wszczepiono
prety  poddane  dekontaminacji, a
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pozbawione objawéw neurologicznych
zabito 400 dni po inokulacji, aby
zweryfikowaé nieobecno$¢ ztogéw PrP™.
Brak zlogéw PrP™ potwierdzono u
chomikéw, ktérym wszczepiono prety
poddane dziataniu referencyjnego NaOH
lub potaczenia $rodka enzymatycznego i
VHP (ryc. 3, E i F), podobnie jak u
chomikéw stanowiacych ujemng grupeg
kontrolng (ryc. 3, A).

Dyskusja

Korzystajac  z metod referencyjnych
zalecanych przez WHO 9)
potwierdziliSmy skuteczno$¢ stosowania
NaOH 1IN i NaOCl 20000 ppm w
dekontaminacji pretow skazonych
czynnikiem  zakaznym  wywotujacym
skrapie u chomikéw, co wcze$niej
wykazano dla zawiesiny tkankowej (7, 8).
PotwierdziliSmy tez, ze w przypadku
autoklawowania w 134°C przez 18 minut
warunkiem catkowitej inaktywacji jest
zanurzenie pretow w wodzie. Niepelne
unieszkodliwienie priondw w nastgpstwie
autoklawowania pretdw ustawionych na
podpdrkach, bez zanurzenia, §wiadczy o
efekcie utrwalajgcym pojawiajagcym sig
przy  autoklawowaniu  wyschnigtego
materiatu (23). Ekspozycja na
formutowany preparat kwasu nadoctowego
w temperaturze 55°C, metoda zalecana
zamiast  aldehydu  glutarowego w
dekontaminacji endoskopéw, pozwolita
osiggna¢ redukcje infekcyjnosci rzgdu 3,5
log, co nie odbiega od wynikéw
osigganych przez innych badaczy (24, 25).
Podobny zakres redukcji umozliwito
zastosowanie §rodka enzymatycznego.
Réwnoczesne  wykorzystanie  srodka
enzymatycznego v/ VHP lub
konwencjonalnym autoklawowaniem w
temperaturze 121°C zapewnito natomiast
prawie catkowitg dekontaminacje.
Wykazano tez skuteczno$¢ Srodkéw
alkalicznych i fenolowego  $rodka
dezynfekujgcego Environ LpH. Ustalenia
te pozwalaja wyciggng¢ nastepujace
wnioski: po pierwsze — VHP to gazowa,
nie-korozyjna metoda dezynfekcji i
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sterylizacji, ktérag mozna wykorzystywac w
przypadku delikatnych, skomplikowanych
narzedzi lub niedostgpnych powierzchni.
Sugerujemy  stosowanie  alkalicznych
srodkdw  czyszczacych  na  mokre
instrumenty, a nast¢pnie (po osuszeniu)
dekontaminacje¢ =~ VHP. Po  drugie:
polaczenie enzymatycznego srodka
CZYySZCZ3cego zZ konwencjonalnym
autoklawowaniem w 121°C  jest w
szczegolnosci interesujgce dla placowek,
ktére nie majag mozliwosci prowadzenia
cyklu w 134°C. Alkaliczne $rodki
czyszczace, ze wzgledu na zawarto$é
zwigzkéw zasadowych o $rednim stezeniu,
sa mniej korozyjne niz zalecane obecnie
procedury dekontaminacji chemicznej i
mogg by¢ wykorzystywane w stosunku do
delikatnych narz¢dzi. Environ LpH moze
znalez¢ zastosowanie w dekontaminacji
duzych powierzchni.

Ryc. 3. Wybarwianie PrP w mézgach chomikéw po
wszczepieniu skazonych pretéw

W = pret, PA = skupisko PrP™. Na zdjeciach - powigkszenia
obszaréw zaznaczonych przerywana ramka. Brak
immunoreaktywno$ci w mézgu niezakazonego zwierzgcia (A).
Obecnos¢  wybarwionego PrP™ w mézgu zwierzgcia z
wszczepionym pretem eksponowanym na 1x10* rozcienczenie
homogenatu mézgu (B). Zwierz¢ poddane domézgowej
inokulacji 50 ul homogenatu mézgu (C). Zwierzg ze
wszczepionym  pretem  poddanym  dziataniu  $rodka
enzymatycznego (D). Brak immunoreaktywnosci w moézgach
zwierzat ze wszczepionymi pretami poddanymi dziataniu §rodka
enzymatycznego i VHP (E) lub IN NaOH (F). Obecno$¢ PrP™
uwidoczniono przy pomocy biotynylowanego SAF-32.

Analiza biochemiczna PrP™* wskazata na
wystepowanie trzech réznych
mechanizméw dziatania
charakteryzujacych poszczegélne metody
poddawane testom.

Alkaliczne srodki czyszczace
zmniejszajg  ilo§¢ PrP™ 1 zwiekszaja
podatno$¢ na proteinazg K. Obserwacje te
pozostaja w zgodzie z wynikami badan
wykorzystujacych  homogenaty  tkanki
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moézgowe] (26). Wyzsza skuteczno$é
preparatow alkalicznych niz
rownowaznych pod wzgledem stezenia
roztworéw czysto zasadowych (NaOH i
KOH) jest prawdopodobnie skutkiem
polaczenia witasciwosci denaturacyjnych
(zwigzki  alkaliczne) =z  mozliwos$cig
usuwania skazenia (detergenty zawarte w
preparacie). Umiarkowane ogrzewanie
(43°C) wptywato dodatnio na skutecznosé
preparatéw alkalicznych (dane nie zawarte
w artykule).

W przypadku VHP zaobserwowano inny
efekt: paradoksalny wzrost ilo$ci PrP™ pod
nieobecnos¢ proteinazy K i zanik PrP™ po
zastosowaniu najnizszego nawet st¢zenia
proteinazy K (tak jak dla niezakazonej
grupy kontrolnej). Nadtlenek wodoru w
formie gazowej zdaje si¢ wplywa¢ na
strukture biatka w taki sposéb, ze
niedostepne normalnie epitopy czgsteczek
zostaja poddane ekspozycji i staja sie
immunoreaktywne. Prowadzi to z jednej
strony do zwigkszonej
immunoreaktywnosci, z drugiej do
wickszej  podatno$ci na  dzialanie
proteinazy K. W innych badaniach
wykazano, ze VHP rozktada biatka na
mniejsze peptydy (Antloga K., McDonnell
G, dane niepublikowane).

Trzeci rodzaj oddzialywania zauwazono
w przypadku preparatu Environ LpH.
Produkt ten nasila agregacje, zaréwno PrPc
jak i PrP™, prowadzac do nieznacznie
podwyzszonej  opornosci  PrPc  na
proteinaz¢ K oraz pojawienia si¢ pasma o
wysokiej masie czasteczkowej dla PrP™,
ktérego nie wyeliminowano, ani nie
uznano za podatne na proteinaze K. Co
wigcej, zarowno Environ LpH jak i LpHse
majg podobny wplyw na PrP, cho¢ jeden z
nich niweluje infekcyjno$¢, a drugi nie
27). Takie wyniki pozwalaja
przypuszcza¢, ze albo  skuteczno$¢
dekontaminacyjna zalezy od czynnika
innego niz PrP, albo wptyw na PrP™ nie
podlega detekcji z wykorzystaniem analizy
immunologicznej zastosowanej w badaniu.
Tak czy inaczej, nasze dane wskazuja, Ze
ocena skutecznosci dekontaminacyjnej nie
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powinna opiera¢ si¢ wylgcznie na analizie
typu western-blot.

Przeprowadzone przez nas badanie
przeciera nowe szlaki w dziedzinie
testowania  innowacyjnych  procedur
dekontaminacyjnych z uwzglednieniem
metody eksperymentalnej, nasladujace;j
praktyki dekontaminacyjne w chirurgii i
medycynie ogdlnej. W przysziosci metoda
ta moze znalez¢ zastosowanie w badaniach
nad innymi szczepami prionowymi: sCJD
lub vCID. Uzyskane przez nas dane
wskazuja na istnienie réznorodnych
mechanizmdéw molekularnych
pozwalajacych uzyskaé efekt
dekontaminacji. Wskazuja tez na potrzebe
dalszych badah nad innymi preparatami.
Doktadniejsze zrozumienie tych
mechanizméw mogtoby doprowadzi¢ do
opracowania  metod  biochemicznych
pozwalajacych na bardziej wydajng oceng
procedur dekontaminacyjnych i innych
procesow inaktywacji czynnikow
zakaznych. Bardziej dorazng korzyscig z
badania jest opis trzech procedur
umozliwiajacych dekontaminacje
delikatnych narzedzi chirurgicznych, z
ktérych jedna znajduje zastosowanie w

przypadku urzadzen medycznych
zawierajacych elementy elektroniczne lub
komponenty wideo (np. endoskopy,
laparoskopy).
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