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Справочная информация: Респираторные инфекции, вызываемые вирусами - основные причины заболеваний верхних и нижних дыхательных путей. Они являются важной причиной смертности и заболеваемости во всем мире. Наиболее сильные возбудители среди этих вирусов - вирусы гриппа и paramyxoviruses. Основной путь их передачи - воздушно-капельным путем: напрямую от инфицированных посредством мельчайших капель через воздушную среду. 

Цель: В связи с пандемией гриппа, а также для сокращения внутрибольничных инфекций, ставится задача определить средства, способные уменьшить или контролировать передачу вирусов и тем уменьшить бремя этой болезни. Поставленная задача является также частью стратегии по смягчению пандемии. 

Структура исследования: Была разработана новая система, основанная на физическом обеззараживании поверхностей и воздуха. Процесс основан на порождении холодной кислородной плазмы (ХКП) в воздухе, подвергнутом воздействию глубокого ультрафиолета высокой энергии. Для тестирования эффективности ХКП, мы создали экспериментальное устройство для оценки обеззараживания распыленных респираторных вирусов. Были протестированы: суспензии с высокими титрами вируса гриппа типа А, человеческого вируса парагриппа типа 3 и RSV. 

Результаты: Эксперименты с этими вирусами были проведены и в различных условиях. Использование ХКП в сочетании с прохождением через прибор привело к наилучшим результатам со всеми тестировавшимися вирусами. Мы зафиксировали сокращение на 6.5, 3.8 и 4 log(10) TCID50/mL титра суспензий hPIV-3, RSV и вируса гриппа А (H5N2).

Выводы: Технология ХКП является эффективной и инновационной стратегией контроля распространения вирусов через воздушную среду. При ее помощи можно успешно контролировать распространение респираторных вирусов в больницах, сокращения передачи вирусов гриппа в различных консультационных учреждениях при использовании для разрешения этих проблем во время эпидемий. 
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1. История.

Инфекции респираторно-синцитиальным вирусом (RSV) и вирусом человеческого парагриппа 3-го типа (hPIV-3) представляют две основные причины респираторных заболеваний нижних дыхательных путей у маленьких детей и престарелых.1,2 Эти инфекции связаны с высокой заболеваемостью. Ежегодная глобальная смертность от RSV составляет по всему миру 160000 и прилагаются значительные усилия в борьбе с ним - разрабатываются вакцины и антивирусных препараты.3,4 Вирус гриппа - один из наиболее серьезных вирусов, вызывающих заболевания верхних дыхательных путей, по показателям заболеваемости и смертности. Профилактика и лечение гриппа основаны на инактивированных вакцинах и антивирусных препаратах. Перспектива потенциально возможной пандемии птичьего гриппа ставит вопрос о готовности к ней.5, 6 

Ряд микроорганизмов распространеняется через воздушную среду, посредством прямой или вторичной передачи (воздушно-капельным путем).7 Согласно ряду отчетов распыляющие микрочастицы аэрозоли способствуют заражению вирусной респираторной инфекцией. Этот способ заражения в настоящее время совершенно точно установлен для вируса гриппа, однако он, возможно,  не является основным в случае RSV и hPIV-3.7,8 Для защиты человеческой популяции было разработано несколько систем обеззараживания воздуха, основанных на различных технологиях. Классические способы дезинфекции включают фильтрацию9, ионизацию10 и ультрафиолетовое облучение воздуха11. Другие, более новые,- дезинфекцию основанную на повышении окислительной способности воздуха процессом фотокатализа12,13, озоном14 и кислородной плазмой.

Газовая плазма может рассматриваться как четвертое состояние вещества, следующее по порядку возрастания энергии, после твердых, жидких и газообразных состояний. Искуственно создаваемую холодную газовую плазму, как правило, производят, подвергая газ воздействию электрического поля. Газовая плазма состоит из ионов, электронов, незаряженных частиц, таких, как атомы, молекулы (например, O3) и радикалов (ОН-, NO-и т.д.)15 . Эти ионы и незаряженные частицы могут находиться в возбужденном состоянии и могут переходить в нормальное, испуская фотон или, например, путем столкновения с поверхностью. Эти события могут вызвать химические реакции, такие как окисления и липидо/протеинового переокисления (peroxidations).15 Возможность использования свойств плазмы для стерилизации была впервые введена в конце 60-х годов и первые работы с кислородной плазмой были проведенны в 1989 году. Нельсон и Бергер16 показали, что кислородная плазма может быть очень эффективным биоцидным средством против бактерий. Совсем недавно компания Biozone Scientific разработала новый процесс для генерирования холодной плазмы кислорода (ХКП),подвергая воздух воздействию глубокого ультрафиолета высокой энергии с эффективным спектром излучения между 180 нм и 270 нм. Эта холодная газовая плазма состоит из нескольких компонентов, таких как положительные и отрицательные ионы, свободные радикалы, электроны, УФ-фотоны и озон. Производство озона контролируется и поддерживается на уровне до 0.04ppmv (частей на миллион по объему). Эта технология предназначена для использования в помещениях (среде обитания человека) для очистки воздуха и поверхностей. 

2. Цели 

До сих пор не было прямых исследований, оценивающих эффективность холодной кислородной плазмы в борьбе с вирусами, в первую очередь респираторными, передающимися воздушно-капельным путем. Для решения этой проблемы мы создали экспериментальное устройство для проверки эффективности технологии Biozone по созданию холодной кислородной плазмы(ХКП) против распыленных препаратов трех респираторных вирусов, имеющих значительное клиническое значение: вирусов гриппа RSV, hPIV-3 и А (H5N2). 

3. Дизайн исследования 

3.1. Клетки и вирусы 

Клетки LLC-MK2 (клетки почек обезьян) были получены из американской коллекции типовых культур (ATCC номер ссылки CCL-7) и выращены в минимально необходимой среде Игла (EMEM) с 5% сыворотки плода теленка . MDCK (Madin-Дарби собачьи клетки почек) были получены американской коллекции типовых культур (ATCC номер ссылки CCL-34) и выращены в средней MDCK Ultra (Lonza-Biowhittaker). RSV-A Long и hPIV-3 C-243 штаммы были получены из ATCC (соответственно ATCC VR-26 и ATCC VR-93). Так как вирус гриппа A (H5N1) сильно патогенный, исследование было проведено со штамом A (H5N2), избранным в качестве обычной модели для исследования вируса гриппа A (H5N1) штамма (H5N2 A/Finch/England/2051/2001). 

3.2. Производство вируса и очистки 

В целях получения больших количеств hPIV-3 и RSV, для каждого вируса были инфицированы три флакона объема 175 см2 с клетками LLC-MK2, кратность инфекции (MOI) 10-3 17 , и cупернатанты заготовленной 3 дней после заражения. После центрифугирования при 1200 × г при 4◦ С в течение 10 мин, супернатанты центрифугировали при 25000 × г при 4◦ C в течение 2 ч на 20% подушке сахарозы в буферном растворе фосфата (PBS, рН 7.4). Вирусные гранулы ресуспендировали в 50 mL PBS, рН 7,4 и хранили при 4◦ C до стадии распыления. Штамм вируса гриппа A (H5N2) культивировался на клетках MDCK и вирусной суспензии была подготовлена таким же образом, как hPIV-3 и RSV. 
3.3. Холодная кислородная плазма: экспериментальное устройство

Эффективность процесса воздействия газовой плазмы в обеззараживании воздуха была изучена.

Рис. 1. Схематическое изображение экспериментального устройства и используемой стратегии тестирования.

<…>

5. Обсуждение 

Целью настоящего исследования было оценить эффективность холодной кислородной плазмы, генерируемой технологией Biozone Scientific, против различных респираторных вирусов. Основная трудность состояла в создании экспериментального устройства, которое позволило нам протестировать способы воздействия на распыленные вирусные суспензии. Цель состояла н не в том, чтобы точно имитировать капельки производимые человеком., но примерный диапазон их размера оказался важным. Существуют лишь ограниченные данные в отношении распределения по размерам  капелек производимых людьми. Для вируса гриппа, средний диаметр капелек порядка микрометра 19,20, который соответствует среднему диаметру капелек, сгенерированных в нашем исследовании.

 Первый проведенный эксперимент (рис. 2) показал, что после распыления высококонцентрированной вирусной суспензии, несмотря на значительное снижения степени заражения было возможно собрать значительное количество инфекционных вирусов. Значительное снижения степени заражения могло быть частично объяснено быстрой агрегацией и последующим оседанием частиц между выходными отверстиями (upstream outlet и downstream outlet на рисунке), а также на жидкостных пробоотборщиках, которые были использованы для забора проб воздуха. Оно может также объясняться, например, вероятной высокой относительной влажностью наших экспериментальных условий, что, как известно, влияет на активность вируса гриппа (infectivity), передающегося воздушно-капельным путем.21 Это можно компенсировать используя сильные (активные) исходные вирусные титры. 

Способность ультрафиолетового облучения инактивировать вирусы, передающиеся воздушно-капельным путем, была недостаточно широко изучена.11 В ранних работах Дженсен22показал, что степень инактивации (штамма WSN) гриппа УФ-С была была выше, чем 99,99%. В условиях нашего эксперимента, мы обнаружили, что показатели инактивации УФ-С  для вируса гриппа А (H5N2), hPIV-3 и RSV были, соответственно, 99,60%, 99,97% и 99,20% (Табл. 1). Эти показатели могут показаться на первый взгляд, очень близкими, но они представляют меньшую эффективность принимая во внимание инфекционные титры. Эти различия могут быть объяснены числом УФ-С ламп, использовавшихся в этих двух исследованиях: только одна в нашем -  в противовес шести, упоминавшимся в ранних работах Дженсена22; а также, различиями экспериментально использовавшихся первоначальных вирусных титров 

В нашем эксперименте под воздействием газовой плазмы, генерируемой УФ лампой Biozone, происходит важное снижение активности вирусного титра для всех респираторных вирусов. Одним из важных элементов в составе холодной газовой плазмы является озон. Тот факт, что озоно-кислородные смеси инактивируют микроорганизмы, включая бактерии, грибки и вирусы23,24,  неоднократно подтвержден и отражен в научной литературе. Недавние исследования показывают, что инактивации вируса озоном происходит в первую очередь посредством перекисного окисления липидов и протеина.24 Вирусы с оболочкой, покрытые тонким слоем жидкости (имеется в виду, по-видимому, воссоздание естественной ситуации передачи вирусов – когда они расположены в капельках слюны) продемонстрировали крайнюю чувствительность к озону при используемой концентрации от 800ppmv до1500ppmv.24 Холодная Кислородная Плазма Biozone Scientific производит только 0.04ppmv озона. Эффект озона такой низкой концентрацией на распыленные вирусные суспензии будет изучен дополнительно. 

Наши результаты показали несколько меньший эффект воздействия газовой плазмы по сравнению с УФ-С по обеззараживанию зараженного вирусами воздуха (В и С, рис. 3 и таблицу 1). Когда испытывалось устройство Biozone процент эффективности был значительно выше для вируса гриппа А (H5N2) и RSV (0.8-0.98% повышение). Комбинированное воздействие газовой плазмы  и внутреннего УФ, в устройстве Biozone привело к высокому уровню степени инактивации. Эти особенности никогда не были описаны ранее. Дальнейшие исследования изучат эффективность Biozone ХОП на загрязненных поверхностях. 

В целом, результаты этого исследования продемонстрировали значительные различия в степени инактивации среди A (H5N2), hPIV-3 и RSV. Самые высокие из трех экспериментальных условий в каждом случае были получены для hPIV-3. Более низкие для вируса гриппа А (H5N2) и RSV (табл. 1). Поскольку первоначальные инфекционные титры и чувствительность вирусных анализов различались, трудно определить, представляли ли эти различия конкретную восприимчивость к дезинфекции или просто отражали различие наших экспериментальных условий. Однако, первоначальный инфекционные титры для hPIV-3 и RSV были очень похожи и использовалась одна и та же клеточная система. Различия в степени инактивации может быть объяснено особенностями вирусов, такими, например, как протеиновый и липидный состав  частицы или относительная устойчивость  вирусной матрицы. Возможная взаимосвязь между структурными характеристиками и чувствительностью к УФ и/или плазме будет исследована в дальнейшем. Эффективность против вирусов без оболочки, например аденовируса также будет изучена. 

Технология холодная кислородной плазмы представляется эффективным средством (инструментом) обеззараживания воздуха для защиты человека от инфекций передающихся воздушно-капельным путем. Коммерческие аппараты Biozone, в которых применяется технология холодной кислородной плазмы уже используется для предотвращения распространения мультирезистентных бактерий, например, в больницах. Подобным образом этот новейший метод может быть использован для контроля передачи вирусов воздушно-капельным путем в условиях повышенного риска, таких, например, как  больничные палаты. С недавним появлением вирусных респираторных патогенов (возбудителей), таких как вирус птичьего гриппа А (H5N1), технология ХКП может являться ценным инструментом для сокращения передачи гриппа в различных консультационных учреждениях при использовании для разрешения этих проблем во время эпидемий. 

