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Podsumowanie
Wydajnos¢ 10 filtréw oddechowych CareFusion MicroGard Il (seria: M190-19, nr ref.:
892190) dostarczonych przez firme CareFusion zostata zbadana za pomoca aerozoli
zawierajacych mikroorganizmy. Filtry zostaty obcigzone sporami bakterii Bacillus atrophaeus
i aerozolami wirusa faga MS-2 pateczki okr¢znicy NCIMB 10108, $wiezo wyjetymi z
opakowania. Filtry zostaty obcigzone przy przeptywie 750 litrow/min

Wyniki podsumowano nastepujaco -

Nr filtra Obcigzenie aerozolem Predkosc przeptywu % Wydajnos$ci
(I/min)
Fl Bacillus atrophaeus 750 96,9418
F2 Bacillus atrophaeus 750 98,1556
F3 Bacillus atrophaeus 750 97,0083
F4 Bacillus atrophaeus 750 97,0270
F5 Bacillus atrophaeus 750 96,8368
F1 fag pateczki okreznicy MS-2 750 98,3592
F2 fag pateczki okreznicy MS-2 750 08,8847
F3 fag pateczki okreznicy MS-2 750 98,8123
F4 fag pateczki okreznicy MS-2 750 99,4506
F5 fag pateczki okreznicy MS-2 750 97,3569

WPROWADZENIE
Zanieczyszczenia aparatury oddechowej podczas wydechu identyfikuje si¢ jako Zrodta
infekcji wewnatrzszpitalnych od 1965 (1). Filtry jednorazowe umieszczone mi¢dzy pacjentem
a aparaturg majg zapobiega¢ takiemu zakazeniu. Agencja Ochrony Zdrowia, Porton Down
(HPA) ma mozliwo$¢ testowania wydajnosci réznych typoéw filtrow mikrobiologicznych przy
pomocy naszego matego stanowiska badawczego. Stanowisko to wyposazono w urzadzenie
zaprojektowane przez Hendersona i Druetta (2, 3) do badania eksperymentalnego zakazen
powietrznopochodnych, w ktorym zawiesina mikroorganizmow w roztworze wodnym jest
nebulizowana przy pomocy 3-dyszowego nebulizatora Collison. Generowane aerozole sg
wstrzykiwane do strumienia powietrza wptywajacego do rurki ze stali nierdzewne;j.
Wydajnos¢ filtrow oblicza si¢ poprzez wyznaczenie stezenia powietrzopochodnego zywych
mikroorganizmow w gore 1 w dot filtra przy pomocy odpowiednich technik poboru probek i
metod badan mikrobiologicznych. Filtry moga zosta¢ obcigzone mikroorganizmami na
malym stanowisku przy predkosci przeptywu do 2000 litréw na minute.

Wybor szczepow bakteryjnych do obciazenia i testowania tych filtréw opiera si¢ na
niepatogennym modelu dostarczajacym najwyzsze mozliwe stezenie obcigzenia zywymi
mikroorganizmami, co pozwoli na wykonanie w petni ilociowej oceny filtrow. W celu
przeprowadzenia tego badania jako modelu bakteryjnego uzyto sporow Bacillus strophaeus
(badanie pod mikrografem elektronicznym wykazuje, ze uzyte spory majg dtugos¢ od

0,96 pm do 1.25 pm i szeroko$¢ od 0.55 do 0.67 um), poniewaz wykazano, ze moga
przetrwac proces rozpylania. Spory zostaty doktadnie przeptukane i na koniec zawieszone w
wodzie destylowanej przed nebulizacja. Podczas nebulizacji woda jest gwattownie
odparowuje z uformowanych kropli (nawet w wysokiej wilgotno$ci wzglednej), aby
monodyspersyjny aerozol zywych sporow (o wskazanej wyzej wielkosci) obcigzat filtr w tym
systemie (4). Wczesniejsza analiza dystrybucji wielko$ci czasteczek aerozolu przy pomocy
probnika Andersena (5) wykazata, ze ponad 80% czasteczek zawierajacych spory B.
atrophaeus obcigzajace filtry miato wielko$¢ nie przekraczajaca 2,1 mikrona.




Z uwagi na zagrozenie dla zdrowia nie przeprowadza si¢ oceny tych filtrow przy pomocy
ludzkich wiruséw. Na szczgsécie fagi RNA majg wielko$¢ podobng do najmniejszych ludzkich
wirusow, a efektywnos$¢ filtrow dla usuwania ludzkich wirusow ze strumieni powietrza
mozna ocenia¢ mierzac penetracj¢ przez filtr rozpylonych fagéow paleczki okr¢znicy. Fag MS-
2 jest nierozwini¢tym fagiem pateczki okr¢znicy o jednoniciowym RNA o $rednicy 23
nanometry i masie czasteczkowej 3,6 x 10° daltonow. Wykazano, Ze paleczki okreznicy MS-2
rozpylone z supernatantu odwirowanego lizatu pozostaja zakazne w testowanych tutaj
warunkach (6). Rozpylajac t¢ zawiesing z nebulizatora Collison, powietrzono$ne pateczki
okreznicy sg przenoszone w kropelkach, ktére sg znacznie wigksze niz czasteczki zakazne,
sktadajace si¢ gldwnie z lizatu bakteryjnego i no$nika.

MATERIALY Il METODY
Organizmy testowe
Bacillus atrophaeusspores (NCTC 10073)

Spory B. atrophaeus (5.00 x 10° jednostek tworzacych kolonie (cfu) na ml), ktére doktadnie
wyptukano wodg destylowang zostaly zawieszone w wodzie destylowanej. Zawiesina zostata
przygotowana z partii wczesniej przygotowanych przez Dziat Produkcji HPA.

Fag MS-2 (NCIMB 10108)

Zywe fagi MS-2 (NCIMB 10108) pozyskano w Krajowego Zbioru Bakterii Przemystowych,
stacji Torry Research, Aberdeen. Zawiesina masy fagow pateczki okr¢znicy zostata
przygotowana poprzez wprowadzenie 0,1 ml z 10** jednostek okreslajacych miano wirusa
(pfu) na ml zawiesiny fagow pateczki okr¢znicy do 500 ml pozywki bulionowej zawierajace;j
1 x 108 Escherichia coli (NCIMB 9481) podczas logarytmicznej fazy wzrostu. Zawiesina
zostata napowietrzona poprzez wstrzgsanie w temperaturze 37°C. Komorki bakterii rozpadty
si¢ w ciggu 30 minut, a zawiesina zostata odwirowana, aby usuna¢ szczatki komorek.
Supernatant zostal przeniesiony do $wiezej butelki; dodano réwniez 10 kropli chloroformu,
aby zabi¢ wszelkie zanieczyszczajace bakterie. Tego uzyto jako zawiesiny masy MS-2.
Stezenie fagow okreslono w sposdb opisany pdznie;.

zawiesing o wysokim mianie MS-2 do obcigzenia filtrow przygotowano nast¢pujaco:Nos$nik
E. coli 9481 zostat zarazony $wiezg ptytkg TSBA, ktorg inkubowano w temperaturze 37+2°C
przez 19 - 20 godzin. E. coli zostata przeszczepiona z tej ptytki pry pomocy ezy 10 ul do 60
ml sterylnego bulionu tryptonowo-sojowego (TSB) w butelce o pojemnosci 500 ml. Po
doktadnym wymieszaniu butelk¢ umieszczono w inkubatorze z wytrzasaniem (120 rpm) na
150 minut w temperaturze 37 £2°C. Zawiesina fagdw pateczki okreznicy zostata
przygotowana poprzez wstrzyknigcie 4 x 10 jednostek okreslajacych miano (pfu) zawiesiny
pateczek okreznicy do butelki o pojemnosci 500 ml zawierajacej 60 ml TSB. Zawiesina
zostala wowczas napowietrzona poprzez wytrzasanie w temperaturze 37 +2°C przez kolejne 3
godziny. Zawiesina zostata dwukrotnie odwirowana przy 2.000 g kazdorazowo przez 20
minut, aby usuna¢ szczatki komorek. Supernatant zostat przeniesiony do §wiezej butelki.
Stezenie fagow okreslono w sposdb opisany ponize;j.

Filtry

Firma CareFusion dostarczyta do testow 10 filtrow oddechowych MicroGard |1 (partia:
M190-19, nr ref: 892190). Ich wydajnos¢ zostata okre$lona w odniesieniu do filtracji aerozoli
bakteryjnych i wirusowych zawierajacych spory B. atrophaeusspores i fagi pateczek
okreznicy MS-2 przeptywajacych z predkoscig 750 litrow/minute.



Obciazenie filtrow w malym stanowisku badawczym przy predkosci 750 litrow/minute

przeplywu aerozoli zawierajacych czasteczki bakteryjne i wirusowe

Mate stanowisko badawcze (Rys. 1) zaprojektowano tak, aby dostarczy¢ wysokie obcigzenie
sporami B. atrophaeus i fagami pateczki okreznicy MS-2 w aerozolu ptynacymi z predkoscia
750 litrow/minute.

Urzadzenie sktadalo si¢ z nastepujacych czesci podstawowych:

jednego 3-dyszowego nebulitatora Collison (8), zawierajacego albo 30 ml zawiesiny B.
atrophaeus zawierajacej 5,00 x 10° cfu na ml w wodzie destylowanej albo 30 ml

fagow pateczki okreznicy MS-2 zawierajacej 3,55 x 10! pfu na ml w 50% (V/\)
roztworze pozywki Nebulizator Collison uzyto w celu nebulizacji zawarto$ci przy
cisnieniu 180 KPa do strumienia powietrza w dyszy nebulizatora.

RYSUNEK 1 MALE STANOWISKO BADAWCZE DO TESTOWANIA FILTROW Z
AEROZOLAMI MIKROBIOLOGICZNYMI
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Rurka dyszy ze stali nierdzewnej o dlugosci 90 cm i §rednicy 5 cm pozwalajaca na
mieszanie i kondycjonowanie aerozoli wygenerowanych z nebulizatora Collison.
Odpowiednie sterylne zlgcza rur 1 uszczelki umozliwiajgce wsunigcie testowanego
filtra do systemu.

Jeden probnik Cyclone (9) (wyprodukowany przez The Hampshire Glass Company,
Southampton) przesuwa probkowane powietrze przez pompke prozniowa. Powietrze
zawierajace aerozole mikrobiologiczne jest odsysane przez system z predkoscia 750
litrow na minute. Jako cieczy zbierajacej uzyto sterylnego bufora fosfatowego
zawierajgcego manucol i $rodek przeciwpieniacy (PBMA) 1 wprowadzono ja do wlotu
Cyclone z predkoscig okoto 1 ml na minute przy pomocy pompki perystaltyczne;.
Czasteczki w parze wodnej zostaty umieszczone na $ciankach Cyclone przez site
odsrodkowg 1 zostaty zebrane przez wirujaca ciecz, ktdra na koncu okresu obcigzania
zostala wycofana z systemu przy pomocy strzykawki. Dla kazdego filtra zmierzono
objetos¢ ptynu zbierajacego zebranego w Cyclone.



Filtry zaktadano w urzadzeniu jeden po drugim i uruchamiano nebulizator Collison.
Powietrze bylo probkowane w Cyclone przez 5 minut. Ciecz zbierajgca zostata usuni¢ta z
urzadzen probkujacych i poddana testom na obecno$¢ sporéw lub MS-2 w sposdb opisany
ponizej. Stezenie obcigzenia zostato okreslone dzigki uruchomieniu systemu z usuni¢tymi
filtrami.

Badanie cieczy zbierajacej B.atrophaeusin

Ciecz zbierajaca z urzgdzen probkujacych potaczonych z rurkg nebulizatora (czyli bez filtra)
zostalo odpowiednio rozcieiczona w PBMA 1 umieszczona (0,1 ml) na duplikatach ptytek
tryptonowo-sojowo-agarowych (TSA). Ptytki TSA zostaly zainkubowane w temperaturze
37°C przez 18 godzin i zliczono wszystkie pomaranczowe kolonie. Odpowiednio
rozcienczone zawiesiny (0,1 ml) cieczy zbierajacej z kazdego probnika umieszczonego za
filtrem zostaty réwniez rozprowadzone na duplikatach pltytek TSA i ptytki te zainkubowano
w temperaturze 37°C przez 18 godzin i zliczono wyrdzniajgce si¢ pomaranczowe kolonie.

Assay of MS-2 coliphage in various suspensions and collecting fluids

Nowa ptytka TSA zostata obcigzona Escherichia coli NCIMB 9481 z ptytki magazynujacej,
ktora wezesniej przechowywano w temperaturze 4 + 2°C. Te ptytke inkubowano w
temperaturze 37 + 2°C przez 19-20 godzin. E. coli 9481 zostala przeszczepiona poprzez
przeniesienie za pomocg ezy 10 pl z ptytki do 10 ml sterylnego bulionu w szklanej butelce
uniwersalnej. Po zmieszaniu uniwersalna butelka zostata zainkubowana w temperaturze 37 +
2°C przez 260 minut przed uzyciem. W mig¢dzyczasie zamknigte butelki zawierajace objetosé
3 ml odpowiedniego agaru powierzchniowego byly ogrzewane przez przynajmniej 90 minut
do temperatury przynajmniej 90 do 100°C, a pdzniej przechowywane w temperaturze 60 +
2°C do momentu wykorzystania. Wowczas te butelki schtodzono do temperatury 45°C przed
uzyciem. Prawidtowo rozcieficzona zawiesina MS-2 w PBMA (100 pl) zostata dodana do
odpowiedniego agapu powierzchniowego, a nastgpnie natychmiast dodano 3 krople zawiesiny
E. coli 9481 przy pomocy pipety Pasteura 50 D (20 pl na koplg). Po zmieszaniu natychmiast
ja rozlano na ptytce TSBA. Pobrano duplikaty probek (wybrane rozcienczenie powinno
wystarczy¢ na 30 do 100 jednostek okreslajacych miano wirusa (pfu) na plytke). Plytki byty
inkubowane w temperaturze 37 & 2°C przez noc. Zliczono czyste tysinki.

Okreslanie wydajnosci filtra
Wydajnos¢ filtra wyraza si¢ nastepujaco:
e Wydajno$¢ procentoa. Definiuje si¢ ja nastg¢pujaco:
cfu lub pfu zebrane bez zatozonego filtra - cfu lub pfu zebrane z zalozonym filtrem X 100

cfu lub pfu zebrane bez zatozonego filtra

WYNIKI
Wyniki obciazenia filtrow aerozolem z czasteczkami bakteryjnymi i wirusowymi z
predkoscig 750 litr6w/minute przedstawiono odpowiednio w Tabeli 1 1 2.
TABELA 1 TESY INTEGRALNOSCI FILTRA OBCIAZONEGO B. ATROPHAEUS

Data lipiec 2010 Mikroorganizm Bacillus atrophaeus
obcigzenia
Prowadzacy A. Moy Ciecz zawiesiny woda destylowana
Urzadzenie testowe | Male stanowisko Stezenie 5.00 x 10° cfu/ml
badawcze
Nebulizator 3-dyszowy Collison




Testowane filtry: 5 x filtr oddechowy CareFusion MicroGard 11, partia: M190-19 nr
ref.: 892190
Czas 5 | min. 750 | litréw/min. | Probnik | calkowicie szklany impinger
probkowania przy
| Ciecz zbierajaca | PBMA | Objetosé | Zmienna | ml |
Filtr | Obciazenie (cfu) | Zebrane za filtrem (cfu) % Wydajnosci
F1 1,0450 x 10° 3,1958 x 10’ 96,9418
F2 1,3266 x 10° 2,4468 x 10’ 98,1556
F3 8,9100 x 10° 2,6656 x 10’ 97,0083
F4 9,0090 x 108 2,6784 x 10’ 97,0270
F5 9,2070 x 108 2,9124 x 10’ 96,8368

cfu - jednostki tworzace koloni¢

TABELA 2 TESY INTEGRALNOSCI FILTRA OBCIAZONEGO FAGAMI
PALECZKI OKREZNICY MS-2

Data lipiec 2010 Mikroorganizm fag paleczki
obcigzenia okreznicy MS-2
Prowadzacy A. Moy Ciecz zawiesiny 50%-owy bulion
pozywki
Urzadzenie testowe | Male stanowisko Stezenie 3,55 x 10! pfu/ml

badawcze

Nebulizator 3-dyszowy Collison
Testowane filtry: 5 x filtr oddechowy CareFusion MicroGard Il, partia: M190-19 nr
ref.: 892190
Czas 5 | min. 750 | litrow/min. | Prébnik | Cyclone
probkowania przy
| Ciecz zbierajaca | PBMA | Objetosé | Zmienna | ml
Filtr Obcigzenie Zebrane za filtrem (cfu) % Wydajnosci
(cfu)
F1 2,2144 x 10° 3,7976 x 10’ 98,3592
F2 2,1303 x 10° 2,3760 x 10’ 98,8847
F3 2,5248 x 10° 2,9988 x 10’ 98,8123
F4 2,6826 x 10° 1,4738 x 10’ 99,4506
F5 1,4465 x 10° 3,8232 x 10’ 97,3569

pfu — plagque forming unit
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