Metoda badania i oceny skutecznosci inaktywacji drobnoustrojow przez
urzadzenia do dezynfekcji UV-C

Dezynfekcja i odkazanie z wykorzystaniem promiennikéw UV-C to sprawdzona technologia stosowana
do inaktywacji patogendéw wirusowych, bakteryjnych i grzybiczych zanieczyszczajgcych zaréwno
powierzchnie, jak i powietrze. Opisana ponizej metoda badania i oceny skutecznosci inaktywacji
drobnoustrojow przez urzadzenia do dezynfekcji UV-C zostata sprawdzona empirycznie i moze by¢ z
powodzeniem stosowana do testéw klasycznych promiennikéw swietléwkowych oraz nowoczesnych
promiennikéw LED UV-C. Wszystkie opisane ponizej badania nalezy prowadzi¢ w warunkach komory
laminarnej zapewniajgcej bezpieczenstwo biologiczne na co najmniej 2 poziomie (BSL-2).

Badane drobnoustroje

W tego rodzaju badaniach zaleca sie stosowanie szczepdw drobnoustrojéw z kolekcji ATCC
(American Type Culture Collection). Szczepy ATCC sg w petni scharakteryzowane fenotypowo i
genotypowo, co umozliwia ich wykorzystanie jako standardéw poréwnawczych w kontroli jakosci,
walidacjach oraz testach skutecznosci. Ze wzgledu na rdine wielkosci skutecznych dawek
promieniowania UV-C w odniesieniu do réznych grup i gatunkédw drobnoustrojéw, badania oceny
skutecznosci ich inaktywacji nalezy prowadzi¢ z wykorzystaniem szczepdw reprezentujgcych trzy
najbardziej rozpowszechnione grupy patogendéw tj. bakterie, grzyby i wirusy. Jako modelowe
drobnoustroje proponuje sie wykorzystac¢ — sposréd bakterii szczepy wzorcowe: Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633 i Pseudomonas aeruginosa ATCC 260; sposrdd wirusow szczep
wzorcowy bakteriofaga PhiX174 ATCC 13706-B1; sposrdd grzybow plesn Aspergillus versicolor ATCC
9577. Ziarniak Gram-dodatni Staphylococcus aureus jest patogenem ludzkim zaklasyfikowanym do
grupy 2. zagrozenia zaréwno w Dyrektywie Komisji (UE) 2019/1833 z dnia 24 pazdziernika 2019r.
(zmieniajacej m.in. Zatgcznik Il do Dyrektywy Parlamentu Europejskiego 2000/54/WE oraz Rady w
sprawie wykazu czynnikéw biologicznych o znanej zakaznosci dla cztowieka), jak i w rozporzadzeniu
Ministra Zdrowia z dnia 11 grudnia 2020r. (w sprawie czynnikéw biologicznych szkodliwych dla zdrowia
w $rodowisku pracy i ochrona zdrowia pracownikdw zawodowo narazonych na te czynniki).
Wiasciwosci patogenne S. aureus sg zwigzane gtdwnie z jego aktywnoscig biochemiczng oraz produkcja
kilku enzymdw i toksyn. Do zakazenia cztowieka dochodzi zwykle poprzez bezposredni kontakt i/lub
wdychanie czastek S. aureus. Bakteria Bacillus subtilis jest Gram-dodatnig laseczkg tworzgca
endospory. Bakteria ta nie jest obecnie uwazana za patogen ludzki, jest jednak powszechna w
produktach roslinnych i zwierzecych. Ze wzgledu na zdolno$¢ do wytwarzania enzymoéw
proteolitycznych (subtylizyn) u oséb narazonych na dziatanie pytu zawierajacego te bakterie moze
rozwing¢ sie alergiczne zapalenie pecherzykéw ptucnych, mogg tez wystgpi¢ objawy astmy lub
zapalenie skory. Z kolei pateczka Gram-ujemna Pseudomonas aeruginosa jest szeroko
rozpowszechniona w srodowisku od gleby, poprzez wode, roslinng materie organiczng, po srodowisko
szpitalne. Szczepy P. aeruginosa dysponujg licznymi czynnikami wirulencji, takimi jak struktury
powierzchniowe (adhezyny), toksyny (egzotoksyna A) i enzymy (proteazy serynowa i alkaliczna,
metaloproteaza cynkowa, fosfolipaza C). Pateczki te sg patogenami oportunistycznymi o minimalnych
wymaganiach odzywczych, tolerujgcych szeroki zakres temperatur srodowiska (4—42°C), odpornymi na
wiele antybiotykow i srodkéw dezynfekcyjnych. Bakteriofaga PhiX174 jest wirusem modelowym w
badaniach laboratoryjnych wymagajgcych zywych nanoczastek biologicznych. Jego budowa o ksztafcie
kuli z wypustkami sprawia, ze przypomina on wirus SARS-CoV-2 co czyni go dobrym substytutem



patogenéw wirusowych w badaniach zwigzanych z infekcjami drég oddechowych. Grzyb plesniowy
Aspergillus versicolor to kserofilny gatunek powszechnie wystepujacy w Srodowisku wnetrz i glebie. A.
versicolor jest zrodtem mykotoksyn, a inhalacja jego konidiéw moze u narazonych oséb skutkowac
wystgpieniem reakcji alergicznych.

W badaniach oceny skutecznosci inaktywacji drobnoustrojéw zaleca sie stosowanie ich
wodnych zawiesin, a inokula badanych drobnoustrojéw powinny mieé stezenia w granicach 10°-10’
jednostek tworzgcych kolonie, jtk (w przypadku bakterii i grzybéw) lub jednostek tworzacych tysinki,
jtt (w przypadku wirusa) czyli takie jak rutynowo wykorzystywanych biologicznych indykatoréw [1].

Badane powierzchnie

Do badan oceny skutecznosci inaktywacji drobnoustrojow zaleca sie testowanie powierzchni
wykonanych z metalu, tworzyw lub szkta o gtadkiej i szorstkiej strukturze powierzchni. Przedmioty
wyposazenia wnetrz najczesciej produkuje sie z tych wiasnie materiatéw ze wzgledu na ich wtasciwosci,
ktére decydujg o trwatosci, wytrzymatosci, mozliwosci tworzenia lekkich, a jednoczesnie stabilnych
konstrukcji, walorach uzytkowych i atrakcyjnosci kosztow ich zastosowania. Dotychczasowe badania
przezywalnosci drobnoustrojéw na tego rodzaju powierzchniach wykazujg, ze stopien ich szorstkosci
bedacy wynikiem charakteru obrébki danego materiatu i narzedzi uzytych do tego celu moze mieé
wplyw na przezywalnosé drobnoustrojow na nich zdeponowanych zazwyczaj w przypadku znaczacych
roznic w nieréwnosci powierzchni. Zatem by uwzgledni¢ wptyw szorstkosci na przezywalnosé
drobnoustrojow zaleca sie wykonanie tego typu rozpoznania za pomocy profilometru lub z
wykorzystaniem technik optycznych, np. mikroskopowych. Badane prébki powinny mie¢ wymiary
umozliwiajgce ich umieszczenie w probdéwkach typu Falcon (np. Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,
Niemcy), ktére pozwolg na ich pdzniejszg obrdobke laboratoryjna.

Badane promienniki UV-C

W tego rodzaju badaniach mozna sprawdzi¢ skutecznos$¢ inaktywacji drobnoustrojow pod
wpltywem promieniowania UV-C emitowanego przez promienniki elektryczne takie jak lampy rteciowe
nisko- (Swietldwki) i Srednioprezne, lampy ksenonowe oraz diody LED.

Badanie inaktywacji drobnoustrojéw zdeponowanych na powierzchni pod wptywem
promieniowania UV-C

Gesto$¢ dawki promieniowania (napromienienie wyrazone w J/m?2) jest to iloczyn natezenia
napromienienia na ptaszczyznie badanej (wyrazone w W/m?) przez czas ekspozycji (wyrazony w
sekundach). Aby obliczyé minimalny czas dezynfekcji ptaszczyzny, w ktérej dokonujemy pomiaru
natezenia napromienienia inaktywujgcego drobnoustroje, nalezy wymagane napromienienie
wyrazone w dzulach na metr kwadratowy podzieli¢ przez zmierzong warto$¢ natezenia napromienienia
wyrazong w watach na metr kwadratowy. Wynik otrzymamy w sekundach.

W zaleznosci od rodzaju drobnoustroju minimalna dawka promieniowania UV-C niezbedna do
jego inaktywacji jest rézna. Najczesciej okreslana jest ona na podstawie badan doswiadczalnych
wykonywanych w $cisle kontrolowanych warunkach laboratoryjnych (z zachowaniem scistych procedur
bezpieczenstwa, sterylnosci stanowiska badawczego, statej temperatury i wilgotnosci otoczenia itp.),
a podtoza (najczesciej wypetnione nimi ptytki Petriego) z naniesionym na nie drobnoustrojem o
okreslonym stezeniu pozbawione sg wszelkich innych zanieczyszczen. Wyznaczona w ten sposdb
dawka promieniowania UV-C niezbedna do uzyskania okreslonego stopnia inaktywacji patogenu
okreslana jest albo w procentach inaktywacji (np. 90%, 99%, 99,9 %, 99,99%, 99,999%) albo poprzez



logarytmiczny wspodtczynnik redukcji (loglOreduction - okreslany jako logarytm dziesietny z ilorazu
liczby mikroorganizméw przed naswietlaniem promieniowaniem UV-C do liczby mikroorganizméw po
naswietlaniu), ktdry przyjmuje wartosci od 1 do 5 (wartos¢ 1 odpowiada 90% inaktywacji, a warto$é¢ 5
- 99,999% inaktywacji). nalezy jednak pamieta¢, ze uzyskane w ten sposdb dawki promieniowania UV-
C, ktore sg wystarczajgce do okreslonego stopnia inaktywacji w warunkach laboratoryjnych, nie zawsze
odnoszg sie do warunkéw rzeczywistych, poniewaz:
¢ dezynfekowane powierzchnie majg rozne faktury (np. porowatos¢ zazwyczaj moze powodowacé
trudniejszy dostep dla promieniowania w celu inaktywacji mikroorganizmoéw wystepujgcych
we wgtebieniach/porach danego materiatu),
¢ dezynfekowane powierzchnie mogg by¢ w réznym stopniu zanieczyszczone przez substancje
chemiczne lub organiczne,
* moze wystgpic przestanianie dostepu promieniowania UV-C do naswietlanej powierzchni przez
rézne elementy wyposazenia wnetrza,
e wystepujg rézne temperatury i wilgotnosci powietrza.
Wymienione powyzej czynniki wptywajg znaczgco na skutecznos¢ inaktywacji mikroorganizmow w
warunkach rzeczywistych, a w rezultacie powodujg, ze dawka skuteczna do inaktywacji powinna by¢
odpowiednio wieksza, w zaleznosci od konkretnego przypadku. Niemniej jednak wartosci te stanowig
swego rodzaju punkt odniesienia, ktéry moze utatwi¢ w praktyce okreslenie wielkosci dawki skutecznej
promieniowania UV-C.

Natezenie napromienienia na powierzchni naswietlanej deklarowane jest w przypadku
promiennika zazwyczaj w odlegtosci 1m od zrédta. Wraz z oddalaniem sie powierzchni od Zrddta
promieniowania wartos¢ natezenia maleje wraz z kwadratem odlegtosci, a wraz z przyblizaniem —
rosnie (tzn. dwukrotnie wieksza odlegto$¢ od miejsca gdzie pada wigzka to czterokrotnie mniejsza
dawka). Poniewaz warunki rzeczywiste w przypadku stosowania promiennikéw UV-C mogg
uniemozliwia¢ utrzymanie takiej wtasnie odlegtosci naswietlania, w tego rodzaju testach nalezy
zainokulowane prébki powierzchni poddawaé badaniu w trzech odlegtosciach tj. 0,5m, 1m i 1,5m od
zrédta promieniowania UV-C, by zweryfikowaé skutecznos¢ danego promiennika w inaktywacji
drobnoustrojéw w zaleznosci odlegtosci Zrédta promieniowania od skazonej powierzchni.

Po naswietleniu, prébki na badanych powierzchniach sg umieszczane w probdowkach typu
Falcon z 10ml roztworu ekstrahujacego 0,9% soli fizjologicznej (np. Baxter Manufacturing Sp. z 0.0.,
Lublin) z 0,05% dodatkiem Tween 80 (np. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy), a
nastepnie drobnoustroje sg z nich wymywane za pomocg wytrzasarki (np. Multi RS-60, Biosan, Riga,
totwa), a otrzymane w ten sposdb zawiesiny sg opracowywane mikrobiologicznie metodg seryjnych
rozcienczen w sterylnej wodzie wysiewajgc kazdorazowo po 0,1ml na ptytki Petriego wypetnione
odpowiednimi dla danego drobnoustroju podtozami mikrobiologicznymi tj. TSA (bakterie), MEA
(grzyby) i agarem odzywczym z murawag E. coli (bakteriofag) (np. Becton Dickinson & Co., Sparks, USA).
Po 24h inkubacji zlicza sie wyroste kolonie bakterii i grzybow (jako jednostki tworzgce kolonie, jtk) lub
w przypadku bakteriofaga przejasnienia w murawie bakteryjnej (jako jednostki tworzgce tysinki, jtt) i
okresla sie liczbe drobnoustrojéw w prébce kontrolnej, Cyont, lub na badanej powierzchni, G, wedtug
wzoru:

Ckont ub Citi/jt = (N/107°)(V1/V2)
gdzie:

N — srednia liczba wyrostych kolonii na podtozu [jtk] lub srednia liczba przejasnien w murawie

bakteryjnej [jtf],

D — wspdtczynnik rozcienczenia,



V; — objetosé roztworu ekstrahujgcego [ml],
V> — objetos¢ posianej na agar probki [ml].
Przezywalnosé drobnoustrojéw pod wptywem dziatania promieniowania UV-C, P, w stosunku
do catkowitej liczby zywych czgstek (komdrek wegetatywnych, spor, konididow, czgstek wirusa) w
prébce kontrolnej, Cyont, jest wyznaczana wedtug wzoru:
P= Cjtk/jt'f/ckont x 100%

Badanie inaktywacji drobnoustrojow zawieszonych w powietrzu pod wptywem promieniowania
uv-C

Do badan przezywalnosci drobnoustrojow w powietrzu po ich naswietleniu promieniowaniem
UV-C mozna wykorzysta¢ zestaw do skojarzonego badania wiasciwosci aerozoli wtdknistych i
biologicznych (Urzad Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej, patent nr 235437), ktdrego gtéwng czescig
jest komora aerozolizacyjna umozliwiajgca m.in. rézne sposoby generacji bioaerozoli za pomocg HEPA-
filtrowanego powietrza. W testach inaktywacji wykorzystuje sie czastki drobnoustrojéw generowane z
wodnych zawiesin do powietrza za pomocg nebulizatora Collisona (model MRE CN25, BGI
Incorporated, Waltham, USA). W komorze aerozolizacyjnej nastepujea homogenizacja
wygenerowanych czgstek poprzez ich wymieszanie za pomocg mieszadta o predkosci obrotowej smigta
kontrolowanej anemometrem (model Testo 435-4 z sondg IAQ, Testo Sp. z 0.0., Pruszkéw) dla
uzyskania predkosci strugi powietrza w obrebie komory aerozolizacyjnej o wartosci 0,3m/s, czyli
typowej dla srodowiska wnetrz. W komorze aerozolizacyjnej nalezy réwniez kontrolowa¢ parametry
mikroklimatu tj. temperatura i wilgotnos$¢ wzgledna powietrza (np. za pomoca termohigrometru).

Metoda badania i oceny stopnia inaktywacji mikroorganizmdéw zawieszonych w powietrzu
polega na tym, ze przed rozpoczeciem pomiaru z kazdym z badanych drobnoustrojéw, komora
aerozolizacyjna jest czyszczona mechanicznie i chemicznie przy zastosowaniu alkoholowego srodka do
dezynfekcji powierzchni o bdjczych witasciwosciach (Desprej, BOCHEMIE, s.r.o., Bohumin, Czechy).
Kazdy wifasciwy pomiar stezenia bioaerozolu jest poprzedzany pomiarem sprawdzajgcym czystosé
komory aerozolizacyjnej. W tym celu, na poczatku kazdej sesji pomiarowej, zestaw badawczy pracuje
przy braku materiatu mikrobiologicznego w nebulizatorze (tj. generowany jest wylacznie aerozol
wodny), a probka powietrza jest pobierana w trzech odlegtosciach (0,5m, 1m i 1,5m) od Zrddta
promieniowania UV-C za pomocg pobornika guzikowego (Button Aerosol Sampler, SKC Inc., Eighty
Four, USA) z filtrem poliweglanowym o $rednicy poréw 1,2um (np. Merck Millipore, Tullagreen,
Irlandia) przy predkosci przeptywu strugi 5|/min przez 5 minut w 2 powtdrzeniach. Kazdorazowo,
laboratoryjne opracowanie pobranej w ten sposdéb prébki powietrza (patrz ponizej) powinno wykazaé
brak wzrostu drobnoustrojéw.

Wtasciwe pomiary stezenia drobnoustrojow polegajg na 20 minutowej nebulizacji badanego
bioaerozolu danego drobnoustroju do wnetrza komory aerozolizacyjnej, w ktorej w tej fazie testu jest
umieszczony badany promiennik UV-C, ktdry nie jest wtgczony. W komorze bioaerozol poddawany jest
ciggtemu mieszaniu (przez struge powietrza o predkosci 0,3m/s), a po tym okresie nastepuje pobranie
probki kontrolnej bioaerozolu za pomocg pobornika guzikowego z filtrem poliweglanowym o $rednicy
poréw 1,2um przy predkosci przeptywu strugi 5/min przez 5 minut w 2 powtdrzeniach. Po wykonaniu
pomiaru kontrolnego, w komorze aerozolizacyjnej wtgczany jest badany promiennik UV-C, ktory przez
kolejne 20 minut napromieniowywuje mieszany w komorze aerozol danego drobnoustroju. Po tym
okresie czasu, badany promiennik jest wytgczany i aspirowana jest wtasciwa probka bioaerozolu w
sposob opisany powyzej (tj. za pomocg pobornika guzikowego z filtrem poliweglanowym) w trzech
odlegtosciach (0,5m, 1m i 1,5m) od Zrddta promieniowania UV-C.



Kazdorazowo bezposrednio po pobraniu bioaerozolu kazdego z badanych mikroorganizméw,
kazdy z filtréw jest umieszczany w probdwece typu Falcon z 10ml roztworu ekstrahujgcego 0,9% soli
fizjologicznej z 0,05% dodatkiem Tween 80 i wytrzasany przez 1h w temperaturze pokojowe] na
wytrzgsarce laboratoryjnej (np. Promax 1020, Heidolph Instruments GmbH&Co., Schwabach, Niemcy).
Z uzyskanej zawiesiny drobnoustrojow wykonuje sie szereg seryjnych rozciericzeri (od 10 do 10°), a
nastepnie wysiewa sie (w 3 powtdrzeniach) po 0,1ml badanej prébki na ptytki Petriego z nastepujgcymi
podtozami mikrobiologicznymi: TSA (bakterie), MEA (grzyby) i agarem odzywczym z murawg E. coli
(bakteriofag). Wszystkie ptytki z posianymi zawiesinami drobnoustrojéw s3g inkubowano w
temperaturze pokojowej i po okresie inkubacji obliczane jest stezenie (zywych i zdolnych do wzrostu
na danym podtozu hodowlanym) mikroorganizméw bakteryjnych i grzybowych (w jednostkach
tworzacych kolonie, Cj«) oraz bakteriofaga (w jednostkach tworzacych tysinki, Cj4) w 1 litrze powietrza
badanej probki [jtk/I, jtt/I] wedtug wzoru:

Gttt = (N/107°)(V1/V2)
gdzie:

N — srednia liczba wyrostych kolonii na podtozu [jtk] lub tysinek na murawie [jtf],

D — wspotczynnik rozciefczenia,

V; — objetos¢ roztworu ekstrahujgcego [ml],

V2 — objetos¢ posianej na agar probki [ml].

Tak samo, jak z prébkami wiasciwymi postepuje sie z prébkami kontrolnymi, a przezywalnosé
drobnoustrojow pod wptywem dziatania promieniowania UV-C, P, w stosunku do catkowitej liczby
zywych czastek (komorek wegetatywnych, spor, konidiow, czgstek wirusa) w prébce kontrolnej, Ciont,
jest wyznaczana wedtug wzoru:

P = Cjuw/jtt/ Cront x 100%

Kontrola stezenia ozonu w powietrzu

Poniewaz promienniki oprécz bdjczego promieniowania UV-C, emitujg tez promieniowanie o
krotszej dtugosci fali, ktore tworzy z tlenu zawartego w powietrzu ozon (podwyzszone stezenie ozonu
w powietrzu moze prowadzi¢ do reakcji zapalnych oczu czy choréb drég oddechowych, w tym nasilenia
objawéw astmy oraz chordb uktadu krazenia), kontrola jego stezenia w czasie naswietlania prébek
powinna by¢ immanentng czescig badania promiennikéw UV-C. Oznaczanie stezenia ozonu w
powietrzu powinno by¢ prowadzone w sposob ciggly z wykorzystaniem odpowiedniego detektora (np.
detektora jedno-gazowego Micro 5 G222E, Gesellschaft fir Geratebau mbH, Dortmund, Niemcy,
wyposazonego w sensor elektrochemiczny Os o zakresie pomiarowym 0—-1ppm Os (0-2mg/m?3), granicy
oznaczalnosci 0,01ppm (0,02mg/m3) i mozliwosci rejestrowania poziomu ozonu co 1 minute).



