Az Ecoquest fertdtlenité rendszerei hatékonysaganak értékelése az egér norovirus titereinek
csokkentésében A vizsgalatot végezte: Dr. Lela Riley, a RADIL LLC, Columbia MO.
2008. november 18.

Bevezetés

A Norovirus nemzetség tagjai burok nélkdli, linearis virusok, melyek genomja pozitiv szenzitasu, linearis, egyszald RNS. A
norovirusok a Caliciviridae csalddba tartoznak, amely magdba foglalja a Sapovirus, Lagovirus és Vesivirus nemzetségeket
is. A korabban "Norwalk-szer(i virusok" vagy ,kis kerek-strukturalt virusok” néven ismert Norovirusok az emberben
gasztroenteritist okoznak, amely altaldban 24-48 6ran at tart és a fert6zések minden korosztalyt sdjtanak.

Nemrég egérbdl izolaltak az elsé egér norovirust. Ez az Ujonnan leirt egér-kérokozo sejtkulturaban lehet kitenyészteni, s
ezaltal az els6 példa az in vitro tenyészthet6 norovirusra. Ezekben a vizsgalatokban az Ecoquest fertStlenité rendszernek
hatékonysagat értékelték a norovirus, a norovirus, a Caliciviridae csalad képviselGjével szemben, in vitro tenyésztési
rendszer alkalmazasaval.

A kisérlet menete
Virusdllomdny és tenyésztési rendszer

Az ebben a vizsgdlatban hasznalt MNV-4-et RAW267.4 sejtekben, egy egér makrofdg sejtvonalban tartottdk fenn. A
sejteket Dulbecco modositott Eagle-taptalajdban (DMEM) tenyésztettiik, 10%-os magzati szarvasmarha szérummal (FBS)
kiegészitve. Elvégeztiik a virus szaporitasat, koncentrdldsat és megtisztitasat. A tisztitott virusdllomanyokat plakk-titralassal
titraltuk. A virusallomanyokat -80 °C-os fagyasztoban taroltuk.

A feliiletek el6készitése

Ahhoz, hogy értékelni tudjuk az Ecoquest 6zonmentes és alacsony oxidacids hatasu dekontaminacids (fertétlenitd)
rendszerek hatékonysagat az MNV-titerek csokkentésének viszonylatdaban, a virussal szennyezett fellileteket a fertGtlenité
rendszerrel kezeltik, kilonb6z6 behatasi id6kkel. A fertGtlenitést harom kilonbozS felilet esetében értékeltik:
Rozsdamentes acél, sz6nyeg és szovet. Rozsdamentes acél felllet vizsgalatara 1,5 és 1,25 hivelyk méretl rozsdamentes
acél kazettakat hasznaltunk. A szényeg- és szévet mintdkat 1 hiivelykes négyzetekre vagdostuk. A kisérlet el6tt az Gsszes
felUletet g6z6s autoklavban sterilizaltuk. A feliletek szennyezéséhez 200 pl MNV virusédllomanyt (1 x 107 PFU/ml)
pipettaztunk az egyes feliiletek kozepére, ~ 1-2 cm-t lefedve. A fellileteket levegdn szaritottuk, egy Il. Tipusu bioldgiai
biztonsagi szekrényben. Egy dra elteltével 6sszegyl(ijtottik a nulla id6pontd kontrollmintdkat, és a megmaradt beoltott
fellleteket nedvesitett 280C-os inkubatorba helyeztik alacsony oxidacidos vagy 6zonmentes kezelés céljabdl. Négy beoltott
minta-készletet hasznaltunk minden feliiletre.

A meghatdrozott behatasi idék elérése utan a felileteket 10 sml DMEM-be meritettik, amely 10 ug/ml
ciprofloxacint tartalmazott. A rozsdamentes acél felllleteket steril sejtkapardval kapartuk le, hogy a virust eltavolitsuk a
kazetta felliletérél. A sz6nyeg- és szovetmintakat steril tasakba helyeztiik, és Stomacher Lab kever&gépben 1 percig
homogenizaltuk. A mintdkat kivettiik a tasakbdl, és egy 15 ml-es klpos centrifugacsébe helyeztiik, és 1000 x g nyomdson 10
percig centrifugdltuk a maradék szényeg- és szovetfoszlanyok eltdvolitasa érdekében. Kontrollként mindegyik felszint
beoltottuk egyenl6 mennyiségli virussal, és kezelés nélkiil 280 inkubatorba helyeztiik, hogy a 24 6&rds kezeletlen
kontrollmintak szerepét toltsék be. A dekontaminacids rendszer altal kezelt mintdk vizsgalatat négyszer ismételtiik minden
egyes tesztelési id6pontra. A kontrollokat is négy példanyban teszteltiik. Az adatokat az 0sszes adatvételi pont atlagaként
fejeztik ki és adtuk meg.

A virustiter és a viruscsékkenés kiszdmitdsa

A fert6tlenit6szer meghatdrozott térfogatt DMEM-ben vald semlegesitése utan a rozsdamentes acél fellleteket
steril sejtkapardval alaposan lekapartuk, hogy a virust a DMEM-be eludljuk. A sz6nyeg- és szovetmintakat steril DMEM-ben
szuszpendaltuk, és a virus felszabaditasa érdekében Stomacher-keverével homogenizaltuk. Az egyes eluatumok virustiterét



ugy hataroztuk meg, hogy beoltottuk a sejttenyészeteket az eluatumok tizszeres higitasu oldatsorozataval, majd az MNV-vel
Osszefliggd jellegzetes citopatias hatasok megfigyelései alapjan kiszamitottuk a szovettenyészet 50%-at fert6z6 dozist.
(TCID50). A végs6 titert az egyes ismétlésekb@l kiszamitott egyedi titerek atlagolasaval szamitottuk ki, majd ezutan

szamitottuk ki a virustiter csokkenését.
Eredmények

Az aldbbi tablazatok dsszefoglaljak a kisérletek eredményeit.

1. tablazat Az egér norovirus-titerének csokkenése az Ecoquest 6zonmentes ferttlenitést kévetGen

Rozsdamentes acél Sz6nyeg Szovetdarab

1,2 x10s 1,6 x10s 4,0 x10s
3,5x 10s 70,8 3,4x10s 78,8 2,1x 104 94,8
3,6 x 104 97,0 7,5x 104 95,3 1,7 x 104 95,8
1x102 99,9 <1 x103 >99,9 <1 x103 >99,8
1x10s 1x102 99,9 <1 x10s3 <1 x10s3 >99,9 8,6 x 102 <1 x10s3 >99,8

1. dbra: Az egér norovirus (MNV) tulélése az 6zonmentes fertGtlenitést kovetGen
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2. tablazat Az egér norovirus tulélése Alacsony oxidacids hatasu fertGtlenitést kovetéen

Rozsdamentes acél Sz6nyeg Szovetdarab

1,6 x 105 2,8 x10s 2,5x 104
9,03 X103 94,4 9,5x 104 66,1 1,4 x104 44,0
7,6 x103 95,3 2,8 x 104 90,0 8,6 x103 65,6
<1x 102 >99,9 <1 x103 >99, 9 <1 x102 >99,6

93x10s | <1x102 | >99,9 <1x103 | <1x103 >99,9 <1x102 | <1x102 >99,6

2. abra: Az MNV tulélése Alacsony oxidacids hatasu fertGtlenitést kovetGen
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A vizsgalati jegyz6konyvet készitette:

FaeX

2008. november 19.

Lela K. Riley, PhD Kelt:
Ugyvezet6 partner, RADIL LLC
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