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Sakupljanje virusa i faga metodom Zelatinoznih membranskih filtera

Uvod
Na osnovu iskustva dobivenog sakupljanjem bakterija u zraku (Petras 1966, 1967; Rotter i Koller 1974), u testovima
koji su se provodili se usporedivala udinkovitost uredaja za sakupljanje i standardnih sabijac¢a zraka (model AGI-30)

sa Zelatinoznim filterima za uzorkovanje aerosola sa virusima.

Ovi radovi su imali dva zadatka:
¢ Pronaci standardnu metodu za filtraciju aerosola virusa i obradu filtera koji se koriste za sakupljanje virusa

e Testirati koliko su filteri pogodni za uzorkovanje vecih volumena

Materijali i Metode

Pokusi su radeni sa eksperimentalno napravljenim statickim aerosolima sa T1 coli fagima (visoka stabilnost kroz Sirok
raspon vlaznosti), T3 coli fagima i A/PR/8/34 (H1 N1) virusima prehlade (influenza viruses). Aerosoli su se radili u
pokusnim komorama volumena 50 m3, temperatura i relativna vlaga su se mogle podesiti po potrebi, koriStenjem
mlaznog atomizatora sa odbojnikom (veli¢ina cestica <5 um). Aerosoli su filtrirani pomocu 12602 Zelatinoznih
membranskih filtera instaliranih u drza¢ 16711 sakupljaca (Collectron, prethodni model MD8 airscan Air Samplera).
Kod vecih protoka, uredaj se izmjeni¢no koristio sa dvije paralelno spojene vakuum pumpe (trenutno postojeci

Sartorius MD8 airscan Air Sampler je prilagoden velikim protocima).

Standardni radni postupci i volumen uzorka odredeni su radnim principima primijenjenog kolektora na oba kolektora

i AGI-30 impinger (sabijac zraka).

Kvantitativno odredivanje sakupljenih Cestica faga radilo se pomodu agar overlay metode (plak metode), titriranjem
virusa prehlade pomodu inkubiranog jajeta (Mayr et al. 1974, 1977) ili pomocu testa hemadsorpcije nakon uzgoja

tumorskih stanica (Adamczyk et al. 1975).

Rezultati
I. Standardna procedura za uzorkovanje virusa filtracijom zraka i obradom filtera (resultati za aerosole T1 virusa

prehlade)

Brzina protoka preko filtera od 0.1-0.4 m/s nije utjecala na ucinkovitost filtracije na infektivne jedinice 1.U./l zraka.
Zbog toga je za protok od 22.5 |/min preporudena brzina protoka od 0.3 m/s, za vrijeme uzorkovanja virusa
nepoznate stabilnosti 1-2 minute. Filter koji se koristio u radu, a nije bio zahvaéen relativnom vlagom do 85%,

pokazuje visoku stopu zadrzavanja od 99.9% ili bolje.
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Najces¢a metoda koja se koristi za odredivanje broja bakterija u zraku, pomocu direktnog nasadivanja Zelatinoznog
filtera na hranjivu podlogu, je neizvediva za odredivanje broja virusa. U kasnijim slucajevima uoceno je da je
prakti¢nije otopiti filter u odgovarajuéem otapalu, a onda tu mjeSavinu dobro promijesati na tresilici kako bi se

razdvojili eventualni agregati mikroorganizama / virusa.

Slijedeéa opisani postupak je pokazao veoma veliku efikasnost. Kako biste otopili filter, stavite ga u Erlenmeyerovu
bocu girokog grla, volumena 200ml, gdje ste prethodno pomijeali 20 ml ™/15 fosfatnog pufera sa pH 7.2 i oko 40
staklenih kuglica promjera 2.5 mm. Bocu stavite na tresilicu podeSenu na odgovarajuéu brzinu, te ostavite da se
mijeSa na sobnoj temperaturi 5 minuta. Volumen puferske otopine moze se smanijiti na 2.5 ml, kako bi se dobila

otopina sa ve¢om koncentracijom infektivnih Cestica. U ovom postupku filter se potpuno otopi.

Il. Komparativno uzorkovanje T1 i T3 aerosola koristenjem Zelatinoznih filtera, sabijaca zraka i impingera, prema

standardnim procedurama

Za oba aerosola faga, ucinkovitost sve tri metode sakupljanja podlijezu pravilu VE=Vie= V) (Slika 1), sto
odgovara filteru. Razlike proizlaze iz raspona njihovih efikasnosti. Za T3 aerosol, VE=Vie= V) je bio4,02:3,76:1,
a razlika izmedu filtera i sabijaca zraka je bila neznatna. Omjer za T1 aerosol bio je 2,04 : 1,44 : 1 (kod 50% relativne
vlaznosti zraka); razlika je bila znacajna, 1% vrijednosti. Poredak efikasnosti sakupljanja je potvrden za koncentracije
aerosola u rasponu od 10°~10° Zestica faga/m3 zraka, a to je i donja granica detekcije za aerosole faga za sve tri

metode sakupljanja, koriStenjem standardne procedure.
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lll. Uzorkivanje velikih volumena aerosola virusa Zelatinoznim membranskim filterima

Uzorkivanje velikih volumena, kao preduvjet za odredivanje malih koncentracija viralnih Cestica (virion), moze
teoretski biti dostignuto na slijedeéi nacin:

¢ povecanje protoka kroz specificno vrijeme

¢ produZavanje perioda uzorkovanja
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A—E pokazuju uvjete sakupljanja:

A Standardni postupak
(vidi opce informacije)

B  Vrijeme uzorkovanja: 5 min,
volumen otopine: 20 ml

C  Vrijeme uzorkovanja: 15 min,
volumen otopine: 20 ml

D  Vrijeme uzorkovanja: 5 min,
volumen otopine: 5 ml

E  Vrijeme uzorkovanja: 15 min,

volumen otopine: 5 ml
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1. Produzavanje perioda uzorkovanja (rezultati za aerosole T1 i virusa A prehlade):

Uzorkovanje zraka kroz 15 minuta kod brzine protoka 0.3 m/s kroz filter (odgovara 337.5 | uzorkovanog zraka) nije
utjecalo na inaktivaciju sakupljenih viriona. Ovo pokusno uzorkovanje, zajedno sa smanjenjem volumena puferske
otopine za dobivanje vece koncentracije Cestica viriona/ faga, potvrdilo je matematicku teoriju po kojoj donja

granica detekcije moZze biti prebacena u raspon 10° I.U./m3 zraka (Slika 2).

2. Uzorkovanje aerosola virusa koristenjem povisenog protoka:

Testovi mehanickog stresa koji su izvedeni na Zelatinoznim filterima kod poveéane brzine kod otvora (do 1.8 m/s, §to
je jednako 135 I/min) i pod ekstremnim uvjetima rada (30°C maks., 90% relativne vlage), potakli su nas da testiramo
stabilnost virusnih aerosola pod ovakvim teskim uvjetima uzorkovanja. Iznenadujude, brzine kod otvora su se mogle
povecati do 1.6 m/s bez velikog utjecaja na efikasnost filtera. Za T1 aerosol, produktivnost filtera u odnosu na
standardni AGI-30 impinger, koristen kao referenca, je bila 140% (Slika 3). Kod 1.8 m/s, produktivnost je pala na
107% impingera. lzraCunavanjem Reynoldsovog broja za zra¢ne struje moguce je pronadi i pratiti uzrok pada
produktivnosti do fizikalnog uplitanja procedure uzorkovanja, uzrokovanog turbulencijom zraka. T1 coli fagi i virusi

prehlade A (Slika 4) pokazali su visok nivo stabilnosti ¢ak i tijekom 15-minutnog perioda uzorkovanja.
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Stovise, sa T1 coli fagima, potvrdeno je da je uspje$nost sakupljanja konstantna pod strogim uvjetima uzorkovanja
zraka, ¢ak i kod 90% relativne vlage. Vazino je napomenuti da sposobnost filtera da zadrzi T1 aerosole ostaje na
prosjeénom nivou od 99.82% cak i kod ekstremnih stresova. Testirani maksimalni stres filtera dostignut je kod brzine
protoka kod otvora od 1.6 m/s tijekom perioda uzorkivanja od 15 min na 30°C i 80-85% relativne vlage. Za T1
aerosole, rata zadrzavanja filtera je u prosjeku 99.76%.

Cvrstoca, stabilnost, i rukovanje filterima su se mijenjali pod ovim drugacijim uvjetima.

Rub filtera je bio vlazan od kapi kondenzirane vlage. Filter je promijenio ¢vrstoéu, postao je poput gume, no nije se

lijepio za drzac filtera i lako se odvajao sa njega.

SEM mikrografije pokazale su da su mrezolike strukture membrane tako nabubrile da se promjer filtera povecéao do

dva-tri puta pod ovim posebnim uvjetima. No, osnovna struktura filtera je ostala stabilna.

Procjena
S obzirom na uspjesnu upotrebu Zelatinoznih filtera u sakupljanju bakterija iz zraka, testirana je i njihova uspjesnost

u sakupljanju virusnih aerosola.

Zelatinozni filter omogucava sigurnu metodu sakupljanja za ¢itav niz biologkih aerosola (bakterije, plijesni i virusi).

Prednosti upotrebe filtera kod sakupljanja u detekciji virusa:
« Jednaka efikasnost sakupljanja kod razli¢itog protoka/min.
¢ Visoka sposobnost zadrzavanja filtera i pod ekstremnim uvjetima rada (eksremna temperatura i relativna vlaznost

zraka).
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« Zelatinozni filter se ponasa kao zastitna ovojnica virusa, ¢uvajudi viruse od inaktivacije
¢ Metoda Zelatinoznih virusa ne ovisi o koncentraciji virusa.
¢ Metoda ne zahtjeva puno posla ni materijala, ni prije ni tijekom ni nakon samog postupka i evaluacije.

¢ Sakupljeni virusi se mogu kultivirati paralelno na razli¢itim vrstama stanica.
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Opce informacije o sakupljanju virusa i faga koristenjem metode Zelatinoznih membranskih

filtera

Koraci postupka

I. Sakupljanje virusa i faga:

MDS8 airscan Air Sampler sa Zelatinoznim filterima promjera*
80 mm

* Podatak je dobiven pomocu predecessor modela 16711 sa

50 mm Zelatinoznim filterom

Il. Obrada Zelatinoznih membranskih filtera njihovim otapanjem i rastresanjem u otopini:

Erlenmeyerova hoca
sirokog grla,

volumena 200mil,

sa puferom i staklenim
kuglicama

i

(\l_‘_'_}"
Drzac filtera Fitter sa sakuplienim
sa fitterom virusima i fagima

Tresilica Vodena kupelj, 37°C

lll. Detekcija virusa i faga:
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IV. Stabilizacija virusnog aerosola cuvanjem koristenog filtera do obrade:

Protok kroz 12602
Zelatinozni membranski

filter

22.5|/min (50 mm @)
69.3 I/min (80 mm @)
(odnosi se naizlaznu brzinu

od 0.3 m/sec.)

Za izabrane virusne aerosole, povecajte protok do barem 120
I/min za 50 mm @ ili 369 |/min za 80 mm @ (odnosi se na

ulaznu brzinu na filteru od 1.6 m/s)

Vrijeme uzorkovanja 1-2 min Za izabrane virusne aerosole i sa ve¢im protokom/min,
prolongirajte na barem 15 min

Propusnost filtera 10'-107% Ovo se takoder odnosi na povecani protok/ min

Raspon vlaznosti do 90% Testirano samo sa 50 mm @ filterom

Raspon temperature do 30°C Testirano samo sa 50 mm @ filterom

Posuda za tresenje

200 ml Erlenmeyer boca
Sirokog grla sa 40-10
staklenih kuglica promjera

2.5mm

80 mm @ filteri stavljaju se u bocu samo nakon $to se razbiju

na vise dijelova

Medij za otapanije filtera

™/15 fosfatni pufer, pH 7.2

Za viruse koji su osjetljivi na kiseline, bolje je koristiti pH 7.6

jer Zelatinozni filter blago snizava pH.

Volumen medija

20-5ml

Testirano za 50 mm @ filter do 2.5 ml

Temperatura otapanja

37°C u vodenoj kupelji

Vrijeme otapanja

5 min kad se ostavi da stoji

Vrijeme tresnje

5 min

Za izabrane viruse, vrijeme treSnje moze se produziti do 60

min bez inaktivacije.

Dokazana metoda koriStenjem kultura stanica: filtracija faga bazirana na metodi prelijevanja agarom (plague metoda); virus

gripe inokulacijom inkubiranih jaja, FL kulture stanica i kulture tumorskih stanica i odredivanje virusa pomoéu HAT, CPE i

HadT prema uobicajenim tehnikama (Mayr et al. 1974, 1977)

Virus gripe

Filtrirano u vlaznom stanju,
u 5 ml otopine za Cuvanje sa
pH 7.6 na +4°C (200 ml

Erlenmeyer boca)

Poluvrijeme inaktivacije:
41.5 sati (30% stopa
prezivljavanja nakon 72

sata)

Samo 1.2% stopa preZivljavanja nakon $to su prirodno

vlaznim filterima ¢uvani 72 sata na +4°C




