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inaktywacji wirusa SARS-CoV-2 w laboratoriach diagnostycznych i
badawczych.
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Wstep

Przygotowujac laboratorium diagnostyczne na potrzeby wykrywania wirusa SARS-CoV-2 poszukiwano
danych literaturowych wspierajacych wybdr okreslonych protokotow laboratoryjnych. O ile dane
eksperymentalne potwierdzajgce skutecznos¢ dziatania czynnikow chemicznych i fizycznych w inaktywacji
aktywnosci biologicznej wirusa SARS-CoV-2 sg jeszcze ograniczone to w literaturze naukowej istnieje
wiele informacji na temat skutecznosci réznych metod inaktywacji wirusa SARS-CoV. Ze wzgledu na
wysoki stopien homologii genetycznej i wynikajace z niej podobienstwa budowy tych dwoch wirusow
mozna zalozy¢, ze ich wrazliwo$¢ na uszkadzajace dziatanie czynnikow fizycznych i chemicznych bedzie
bardzo podobne. Dlatego w naszym przegladzie skupiliémy si¢ na danych uzyskanych dla SARS-CoV
uzupetniajagc je w niektorych przypadkach o dane dotyczace innych wiruséw.Ponizej przedstawiamy
przeglad dostepnych danych eksperymentalnych na ten temat.

Zdolnosé¢ wirusa SARS-CoV do przetrwania w otoczeniu

Wirus SARS-CoV w zawiesinie wodnej jest aktywny przez co najmniej 9 dni, a w formie wysuszonej co
najmniej 6 dni [Rabenau i in., 2005]. Wiadomo jednak, ze ludzkie koronawirusy moga przetrwaé na réoznych
suchych powierzchniach 9 [Kampf i in., 2020] lub nawet 45 dni [Pagat i in., 2007]

Koronawirusy MHV i TGEV uzyte jako model SARS-CoV na stalowej powierzchni przy wilgotnosci
wzglednej 20% zachowuja aktywno$¢ co najmniej przez 28 dni dla 4°C. Przezywalno$¢ wirusow spada wraz
ze wzrostem temperatury — co najmniej 7 dni w 20°C i do kilku godzin w 40°C. We wszystkich warunkach
aktywno$¢ wirusow spada nieznacznie w warunkach wysokiej wilgotnosci (80%). Badane wirusy najgorze;j
znosza umiarkowang wilgotno$¢ — 50% [Casanova i in., 2010].

Najnowsze badania poréwnujace zdolno§¢ do przetrwania wirusa SARS-CoV-2 w poréwnaniu do
SARS-CoV wskazuja na poréwnywalng stabilno$¢ obydwu wirusow. Nowy koronawirus wyrdznia sig
gtéwnie pod wzgledem zdolnosci do przetrwania na powierzchniach papierowych (czas poéttrwania dla
SARS-CoV-2 wynoszacy 3,64 h w porownaniu do 0,587 h dla SARS-CoV). Obydwa wirusy sa najbardziej
stabilne na powierzchniach stalowych i plastikowych, z czasami pottrwania odpowiednio 5,63 hi 6,81 h dla
nowego koronawirusa oraz 4,16 h i 7,55 h dla wirusa SARS [van Doremalen i in., 2020]. van Doremalen
wskazuje rowniez na relatywnie krotki czas przetrwania wirusa na powierzchniach miedzianych (Czas
pottrwania 0,77 h, juz po 4 godzinach zywe wirusy niewykrywalne). Wirusobdjcze wiasciwosci miedzi
znajduja zastosowanie np. w ochronie osobistej twarzy - w maskach przeciwwirusowych zawierajacych
miedz [Borkow i in., 2010].
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Inaktywacja promieniowaniem gamma

15 kiloradow promieniowania gamma nie wykazuje zadnego efektu inaktywujacego na SARS-CoV
[Darnell i in., 2004] ale ulega on juz pelnej inaktywacji po zastosowaniu dawki 1 megarada. W pracy na ten
temat wskazano rowniez na istnienie silniej korelacji pomigdzy wielkoScig genomu i wrazliwoscia na
promieniowanie, to jest, wirusy z wigkszym genomem sg latwiej inaktywowane niz wirusy z mniejszym
genomem [Feldmann i in., 2019]. SARS-CoV-2 ma genom wielkosci 29811 nukleotydow pojedyncze;j,
dodatniej nici RNA [Chen i in., 2020; Sah i in., 2020]. Dla poréwnania SARS-CoV, izolat Tor2 ma genom
29751 nukleotydow [Marra i in., 2003]. Obydwa wirusy powinny wykazywac zblizong podatnos¢ na
promieniowanie. Jednoczesnie, koronawirus MERS-CoV ulega pelnej inaktywacji dopiero po zastosowaniu
dawki 2 megaradow [Kumar i in., 2015], przy genomie wielkosci okoto 30000 nukleotydow.

Inaktywacja UV

Promieniowanie UV-A nie wplywa na aktywno$¢ probek SARS-CoV. Do inaktywacji probki wirusa
w zawiesinie o glebokosci 1 cm nalezy zastosowa¢ promieniowanie UV-C, probka 3 cm od lampy, czas
15 minut [Darnell i in., 2004]; 80 cm do lampy wymaga 1 h do pelnej inaktywacji [Duan i in., 2003].

Inaktywacja za pomoca mikrofal

Nie znaleziono danych dotyczacych wirusa SARS-CoV. Wiadomo, ze mikrofale o czestotliwosci 2,45 MHz
istotnie wptywaja na aktywno$¢ modelowego wirusa MS2. Zastosowanie urzgdzenia o mocy 700 W i czasie
ekspozycji aerosolu MS2 1,7 minuty pozwolito w 90% inaktywowaé czastki wirusa. Uszkodzenia
obserwowano zarowno w komponentach bialkowych jak i RNA [Wu i Yao, 2014]. Podobny efekt
zaobserwowano w przypadku wirusow HCV 1 HIV-1, przy stosowaniu mikrofal w czasie nie krotszym niz
2 minuty i mocy nie nizszej niz 600 W [Siddharta i in., 2016]. Z kolei zastosowanie mikrofal (900 W, 2 min)
na wymazowki z APV, IBV, NDV, AIV inaktywowalo wirusy, wcigz umozliwiajac zastosowanie techniki
RT-PCR do ich detekcji [Elhafi i in., 2004].

Inaktywacja termiczna

W wypadku zawiesin wodnych 30 minut w 56°C zapewnialo skuteczng inaktywacje SARS-CoV
w probkach, ktore nie zawieraty bialka. Po inaktywacji zawiesiny czastek wirusa w 20% roztworze biatka
obserwowano resztkowa aktywnos¢ probki. Ptyny skazone wirusem zawierajace biatko nalezy inaktywowacé
co najmniej w 60°C przez 30 min [Rabenau i in., 2005]. Inna praca pokazuje resztkowa aktywno$§¢
SARS-CoV nawet po godzinie w 65°C, zalecajac minimum 45 min w 75°C do zupelnej inaktywacji
[Darnell i in., 2004]. W obydwu pracach inaktywacja termiczna (w wyzszych temperaturach) przedstawiona
jest jako pewny sposob dekontaminacji. Pagat powtarza obserwacje kolegow zauwazajac resztkowa
aktywnos¢ wirusa po godzinie inkubacji zawiesiny SARS-CoV w 58°C i brak takiej aktywnos$ci po godzinie
w 68°C. W dyskusji proponuje jako standardowg procedure dekontaminacji mokrych odpadow — 2 godziny
inkubacji w silnie zasadowym srodowisku a nastgpnie 30 minut w autoklawie w 105°C. W przypadku
suchych odpadow i sprzetu laboratoryjnego: 126°C, 120 minut [Pagat i in., 2007].

Wplyw pH

Silnie kwasowe (3 lub mniej) lub silnie zasadowe (12 lub wigcej) pH inaktywuje wirusa SARS-CoV
po godzinie inkubacji w temperaturze pokojowej. W 4°C inaktywacja w kwasnym roztworze jest mocno
spowolniona [Darnell i in., 2004]. Godzina w pH 11 nie jest wystarczajaca do inaktywacji wirusa
SARS-CoV. Pot godziny w pH 13 powoduje, ze aktywno$¢ probki wirusa jest juz niewykrywalna
[Pagat i in., 2007].
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Inaktywacja chemiczna

Zestawienie czasow dziatania popularnych srodkéw dezynfekujacych oraz utrwalajacych wraz z badanym
stezeniem tych zwigzkow przedstawiono w Tabeli 1.

Dla modelowego koronawirusa TGEV potwierdzono rowniez skuteczno$¢ dezynfekcji metoda par nadtlenku
wodoru [Goyal i in., 2014]. Ta metoda jest niezwykle skuteczna w dezynfekcji aparatury laboratoryjnej
(rowniez inkubatorow nie posiadajacych funkcji sterylizacji termicznej), pomieszczen i miejsc trudno
dostepnych innymi metodami.

Tabela 1. Stezenia i czasy dziatania dla dezynfektantow chemicznych

Czynnik dezynfekujacy \ Stezenie Czas inaktywacji Literatura
Etanol 70% 1 min
Podchloryn sodu 0,05-0.1% 5 min
0,1% 1 min
2-propanol 100% 30s
70% 30s .
Sterillium (45% 2-propanol, 30% | 30s Rabenau fin., 2005
1-propanol)
Ocet winny 6% kwas octowy 1 min
Formaldehyd 0,7% 2 min
1% 2 min
Glutaraldehyd 0,5% 2 min
Triklosan 0,05% 30s
Chloroksylenol (PCMX) | 0,12% 30s .
Podchloryn sodu 0,21% 30s Dellanno iin., 2009
Olejek sosnowy 0,23% 30s

Inaktywacja probek laboratoryjnych

Obecnie (16 marca 2020) detekcja przy pomocy qRT-PCR uznawana jest za zloty standard w klinicznej
diagnostyce koronawirusa SARS-CoV-2. Poniewaz wigkszo$¢ metod fizycznych i chemicznych jest
niszczaca dla RNA, nie nalezy ich stosowa¢ w przypadku tego rodzaju diagnostyki. Jednakze, zgodnie
z obecng wiedza, izolacja materialu genetycznego wirusow przy pomocy komercyjnych odczynnikéw jak
TRIzol® LS Reagent (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) lub AVL Buffer (Qiagen, Valencia, CA) dezaktywuje
catkowicie wirusy z rodzajow Alfawirus, Buniawirus, Filowirus i Flawiwirus [Blow i in., 2004].
Kochel potwierdza inaktywujace dziatanie Trizolu na rodziny Togaviridae, Arenaviridae, Bunyaviridae,
Coronaviridae, Filoviridae, Flaviviridae i Paramyxoviridae dla testowanych mian wirusowych dochodzacych
do 1078,3 jednostki/ml. W tym badaniu wykorzystano MERS-CoV jako przyktad koronawirusa
[Kochel i in., 2017]. Jednocze$nie, Smither wskazuje, ze bufor AVL sam w sobie nie jest wystarczajacy do
peinej inaktywacji probek klinicznych wirusa Ebola i do tego celu prébka wymaga dodatkowo ogrzania
(60°C, 15 min.) [Smither i in., 2015]. Specyficznie dla MERS-CoV potwierdzona skuteczno$¢ inaktywacji
przy pomocy zaré6wno Trizolu jak i AVL [Kumar i in., 2015].
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Inaktywacja przy produkcji pozakomorkowych skltadnikow krwi

Darnell wskazuje na uzyteczno$¢ inaktywacji termicznej (60°C, 30 min), na§wietlania UV-C (40 min) oraz
wykorzystania metody rozpuszczalnik/detergent (2; 4 i 24 godziny odpowiednio dla 1% Tritonu X-100;
1% Tweenu 80 lub 0,2% cholanu sodu) w celu inaktywacji wirusa SARS-CoV w procesie otrzymywania
pozakomoérkowych produktow krwiopochodnych [Darnell i in., 2006]. Koncentraty plytek krwi mozna
inaktywowa¢ stosujac % dawki UV-C (0,15 J/cm?), zas osocze, po dodaniu biekitu metylenowego (absorbuje
zielone $wiatlo i wytwarza tlen singletowy), naswietlajac $wiattem bialym o dawce 120 J/cm?
[Eickmann i in., 2020].
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