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Formulazione disinfettante

per dispositivi medici
CARATTERISTICHE DELLATTIVITAVIRUCIDA

I. Introduzione

La corretta disinfezione degli
ambienti di lavoro odontoiatri
e dei dispositivi medici non in-
asivi rappresenta un presidio
importante per la prevenzione
della trasmissione di alcune in-
fezioni virali, in particolare di
quelle a trasmissione per via re-
spiratoria ed ematica. E tuttavia
necessario che siano valutate
enzione sia le caratteri-
stiche e la dinamica delle for-
mulazioni utilizzate, I'in-
fluenza sull'efficacia della disin-
fezione della presenza di un ca-
rico ‘-lv\.nn di tanza organi-
A, sia, infine, la compatibil;
nfettanti utiliz
materiali con cui vengono a
contatto.

Tra la seconda meta del 2002 e
2003, un'epidemia di polmonite
con caratteristiche c| he di
notevole severita (SARS; severe
acute respiratory syndrome), si
¢ diffusa dalla provincia del
Guandong (Repubblica Popolare
Cinese) a diverse aree dell’Asia e
del Canada (1). Casi sporadici,
anche di origine ospedaliera e la-
boratoristica, sono stati segnala-
ti anche nella seconda meta del

con
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2003 e nel 2004 (2). L'epidemia si
@ caratterizzata per un numero
elevato di casi gravi e alta morta-
lita. Da casi di SARS @ stato iso-
lato un nuovo coronavirus (de-
nominato SARS-coronavirus;
SARS-CoV) (3); I'infezione speri-

mentale del macaco ha confer-
mato che questo nuovo patoge-
no dell'uomo ¢ l'agente eziologi-
co della sindrome cli

, provvisti di in-
volucro pericapsidico, associati
a malattie respiratorie ed enteri-
che degli animali e dell'vomo. Fi-

iin tre gruppi antigeni-
gruppi 1 e 2 includono i co-
ronavirus di mammiferi, il grup-
aviari. I coro-
navi 9E e CoV-
0C43, agenti dlogici di riniti
ite, sono classificati nel grup-
po 1 e 2, rispettivamente (5); piu
recentemente o isolato un
nuovo coronavirus umano (de-
nominato NL-63) isolato da infe-
zioni respiratorie pediatriche. B
altresi noto che modeste varia-
zioni del genoma dei coronavi-
HNo portare a importanti
modificazioni del tropi
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che dello spettro d’os
L’ana del genoma di
CoV ha mmlmlu che esso ¢ co-
stituito da ¢
mostra lIlIUYg«'IlIlIJ4 one simile
a quella di altri coronavirus (7).
Tuttavia SARS-CoV presenta una
serie di caratteristiche peculiari
(8). Cio rende molto probabile,
in linea teorica, che questo virus
possa essere passato alla specie
umana da una specie animale
che rappresenta I'ospite naturale
aseguito di una mutazione gene-
tica; a tal riguardo, sono state
evidenziate forti omologie con il
genoma di virus recentemente

lati in alcune specie di anima-

Nel presente studio abbiamo va-
lutato Tattivita di una formula-
zione disinfettante sull'infettivita
di SARS-CoV. Lattivita i
da e virucida della

ambienti e di diversi materiali
oni efficaci nell'an-

teriostatico (attivita residua).
Il benzalconio cloruro & un

a ssiva-
mente alla conclusione della dif-
one epidemica dell'infezione,
si sono registrati principalmente
casi a diffusione ospedaliera, la-
borato 0« avve-

comyg dell’a quater-
nario, tensioattivo con buona
azione disinfettante unita alle
azioni detergente ed emulsio-
nante.

Infine, I'alcool etilico pulonzm
T'azione della formu
cie nelle fasi precoci del proces-
so di

nuta in ambiente medico.

2. Materiali e metodi

Formulazione disinfettante in esame
La formulazione in esame
(Simply Spray-S) sulla base di
quanto dichiarato dal produtto-
re, ha la seguente composizione
in 100 g di prodotto: clorexidina
digluconato 0,10 g, benzalconio
cloruro 0,10 g, alcool etilico
18,7 g, eccipienti (antiossidanti,
essenze iche, coformu-

in esame ¢ gia nota nelle sue li-
nee generali ed ¢ nota sia la sua
rapidita d’azione sia quella di
mantenere un buon effetto resi-
duo. Per quanto riguarda I'infe-
zione da CoV, uno degli

lanti e acqua depurata gb a
100,0 g). La formulazione & per-
venuta direttamente dal produt-
tore (lotto N. 0040069) ed & sta-
ta conservata a temperatura
ambiente e al buio. (‘onl'lgum

Preparazione virale

Lo stipite virale SARS-CoV
HSR1 @ stato coltivato in cellule
VERO (linea continua di deriva-
zione epiteliale da rene di afri-
can green monkey kidney) in
terreno MEM (Minimum E:
sential Medium) supplementa-
to di 2% siero bovino fetale e pe-
nicillina-streptomicina in fia-
sche monouso (Falcon) da 25
cm?. Per la preparazione dello
stock virale, le cellule sono state
incubate per 72 ore dopo I'infe-
zione a 37°C in atmosfera al 5%
di CO,. Successivamente le cel-
lule infette sono state sottopo-
ste a tre cicli di congelamento-

aspetti di maggior i [
||uv|lu della valutazione (h-llx-

ca-

del virus nell'ambiente (10); que-
spetto ha delle ovvie impli-
oni, infatti, sulle possibilita
di controllo della diffusione epi-
demica del virus e sulla pro-
gramny i strategie atte a
prevenire i casi d'infezione in
ambiente sanitario. Gli studi
pongono l'accento su una |)(Nii-
bile conservazione dell'infet
ta di SARS-CoV per tempi non
brevissimi, se riferiti ad altri vi-
rus provvisti d'involucro pel

sto

come una sol

te idroalcolica che dggmng(- al-
I'alcool etilico altri due princip
attivi: clorexidina digluconato e
benzalconio cloruro. E pronta
all'uso ed ¢ stata valutata indi-
luita nella presente analisi.

La clorexidina, antisettico di sin-
tesi, @ un composto formato da
due anelli 4-fenolici e due gruppi
biguanidici connessi a una cate-
na centrale esametilenica; il
composto ¢ idrosolubile, basico
e viene stabilizzato come sale di-
gluconato (12). La clorexidina
ha dimostrato un ampio spettro

capsidico, specie in di
elevate concentrazioni di mate-
riale organico. Cio rende impor-
tante I'analisi di tutti gli aspetti
relativi alla protezione del perso-
nale attraversc positivi fisici
di protezione, disinfezione degli
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d'azione esplica la
sua azione antisettica in due mo-

menti, attraverso un’azione bat-

zione dei componenti citopla-
smatici batterici) e attraverso
un'azione protratta, di tipo bat-

scong . Lo stock virale
@ stato infine ahquu(dto e con-
servato a -80°C per la quantifica-
zione e I'esecuzione degli espel
menti.

Metodologie utilizzate

Per la quantificazione del virus
@ stata ut ata in questo s
dio una procedura di real-time
polimerase chain reaction
(RT-PCR) che, specificamente,
consente la valutazione del nu-
mero di molecole di RNA geno-
mico di SARS-CoV* rilasciate
nel sopranatante delle cellule
infettate.

Citotossicita della formulazione

in esame

E stato valutato se il prodotto in
esame possedesse 1o a cel-
lulare nelle condizioni speri-
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mentali richieste. Per tale valu-
tazione due parti di acqua bidi-
stillata sono state mescolate a 8
parti della formulazione indilui-
ta e sono state successivamente
allestite diluizioni in ragione 10
in MEM (da 10" a 109). Le dilui-
zioni seriali sono state inoculate
in pozzetti di cellule confluenti
al 90%. Le colture cellulari sono
state osservate giornalmente
(analisi microscopica al micro-
scopio rovesciato) per 4 giorni
per osservare la eventuale com-
parsa di alterazioni strutturali
cellulari. La piu bassa diluizione
di ciascuna formulazione, che
non conferiva alterazioni cito-
patiche, ¢ stata utilizzata nel
test vero e proprio. Inoltre, per
valutare se il trattamento con la
piu bassa diluizione della for-
mulazione che non aveva mo-
strato effetto citotossico potes-
se alterare la sensibilita cellu
re ai virus, i monostrati di cellu-
le sono stati incubati per 30 mi-
nuti a 37°C con 0,1 ml di tale di-
luizione in terreno di coltura. Il
terreno veniva quindi scartato,
le cellule lavate gentilmente per
tre volte e venivano aggiunte le
diluizioni della sospensione vi-
rale. In queste condizioni ¢ stata
considerata accettabile una ri-
duzione del titolo virale, rispet-
to al controllo, non superiore a
1log,.

Saggio per la valutazione dell'attivita
virucida su SARS-CoV

Lo studio descritto ¢ stato rea-
lizzato sia in condizioni di pulito

30 secondi, 1 minuto e 5 minuti.
Per la valutazione dellattivita
virucida, al termine del periodo
di contatto, un’aliquota della mi-
scela ¢ stata prelevata e I'attivi-

esposizione come differenza tra
i campioni trattati e non trattati.
Successivamente la riduzione
logaritmica & stata calcolata
sottraendo il titolo logaritmico

ta virucida residua i
mente neutralizzata mediante
diluizione (1:100; v/v) in MEM.
Sono state quindi preparate di-
luizioni (da indiluito a 107) e le
stesse sono state trasferite in
provette da utilizzare per l'infe-
ione di cellule VERO (in dupli-
ato in fiasche da 25 cm?). Dopo
I'adsorbimento per 60 minuti, il
luo @ stato allontanato me-
diante tre successivi lavaggi con
terreno fresco, le cellule infetta-
te sono state incubate a 37°C e,
a 72 ore, il supernatante ¢ stato
raccolto, centrifugato e utilizza-
to per la quantificazione virale
come descritto sopra.

Il test era considerato valido nel
dimostrare lattivita virucida se
venivano positivamente corri-
sposti i seguenti critel
1) la sospensione virale possie-
de una concentrazione di virus
sufficiente per poter determina-
re una riduzione 4 log,, del tito-
lo virale;

2) la riduzione rilevabile di tito-
lo virale dopo trattamento e di
almeno 4 log,;

3) la citotossicita del prodotto
non influenza la morfologia cel-
lulare e la crescita nelle diluizio-
ni necessarie per dimostrare
una riduzione di 4 log,, del virus
infettant:
4) la titolazione virale compara-
tiva su cellule pretrattate con il

-

C ione virus-for

sinfettante in presenza di 0,
sieroalbumina bovina) sia in
condizioni di sporco (incubazio-
ne virus-formulazione disinfet-
tante in presenza di
roalbumina bovis
eritro di pecora) a 20°C. 1
tempi di contatto scelti in en-
trambe le cond Ono stati:
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in esame o senza PBS
(Phosphate Buffer Solution)
mostra una differenza inferiore
a 1log,, del virus infettante.

Calcolo dell'attivita virucida

L'inattivazione virale indotta
dall'attivita virucida della for-
mulazione in esame ¢ stata cal-
colata per ciascun tempo di

della p trattata dal
titolo logaritmico del controllo
virale.

3. Risultati

Sospensione virale

Lo stock virale (sospensione vi-
rale test) e stato titolato con una
tecnica molecolare (RT-PCR).
Iltitolo dello stock virale & risul-
tato 9,21 x 10% molecole di RNA
genomico di SARS-CoV per ml,
corrispondente a circa 3,0 x 10°
unita formanti placca (pfu) per
ml®, Si ¢ utilizzato pertanto uno
stock virale dal titolo (rilevabile
sia molecolarmente, sia attra-
verso saggi d'infettivita) suffi-
cientemente elevato per garanti-
re una corretta valutazione del-
I'efficacia virucida della formu-
lazione disinfettante in esame e
della sua dinamica. Lo stock vi
rale & stato utilizzato alla dilui-
zione 10

Citotossicita della formulazione

in esame

E stata valutata la to: ta cel-
lulare delle diluizioni della for-
mulazione in esame seguendo la
procedura gia descritta, dopo in-
cubazione in terreno di coltura
MEM addizionato di FCS al 2%
(Fetal Serum Calf). Alla valuta
zione microscopico-morfologic
non ¢ stata osservata alcuna mo-
dificazione della morfologia del
monostrato cellulare a 4 giorni
alla diluizione 107 E stata suc-
cessivamente valutata la resa vi-
rale in cellule pretrattate con
identiche diluizioni della formu-
lazione in esame. A 72 ore, dal
sopranatante delle cellule prein-
cubate con la diluizione 10" &
stato rilevato un titolo virale di
4,2 x 107 molecole di RNA geno-
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mico di SARS-CoV per ml, men-
tre il controllo parallelamente
condotto ha fornito una resa di
8,9 x 107 per ml nelle stesse con-
La differen-
za registrata ¢ quindi inferiore a
1 log,,. Dal momento che la di-
luizione 107 della formulazione
in esame ¢ quella che viene nor-
malmente raggiunta dopo incu-
bazione e neutralizzazione me-
diante diluizione, si ¢ proceduto
alla valutazione dell’attivita viru-
cida utilizzando la formulazione
in esame indiluita.

Test eseguito in condizioni di pulito

e di sporco viru
11 test in condizioni di pulito (in-
c i con la i in c

condizioni di pulito, ma non in
condizioni di sporco.

4. Discussione

Lo studio descritto ¢ relativo al-
la valutazione dell'attivita virue
da della formulazione disinfet-
tante Simply Spray-S nei con-
fronti di SARS-CoV. Simply

Tattivita virucida ¢ portata avan-
ti in presenza di 0,3 g/l di sieroal-
bumina bovina, mentre in condi
zioni di sporco la valutazione a
viene in presenza di 3,0 g/ di sie-
roalbumina bovina e di 3,0 ml di
eritrociti di pecora. La valutazio-
ne ¢ stata condotta incubando la
miscela virus-formulazione di-

Spray-S ¢ una i di-
sinfettante che, a una base
idroalcolica, aggiunge altri due
principi attivi: clorexidina diglu-
conato e benzalconio cloruro.
La formulazione & pronta all'uso
ed ¢ stata valutata indiluita nella
presente analisi. I test di attivita
da possono essere condot-
ti sia in condizioni di pulito sia
izioni di sporco. Nel pri-

indiluita in presenza di 0,3 g/l
sieroalbumina bovina) ¢ stato
eseguito a 20°C ai seguenti tem-
pi d’incubazione: 30 secondi, 1
minuto e 5 minuti. La valutazio-
ne ha fornito i nsul(du riportati

mo caso s'intendono condi:
sperimentali d’incubazione (so-
sponslum- virale/formulazione

E ( i indi-
luita) a 20°C, in condizioni di di-
versa concentrazione di mate-
riale organico (condizioni di pu-
lito e di sporco).

Lattivita germicida della formu-
lazione in esame @ sostanzial-
mente nota; essa beneficia di
un’attivita rapida, sostanzial-
mente conferita dalla presenza
di alcool e benzalconio cloruro,
e di un'attivita residua in cui ha
un ruolo importante la clorexi-
dina digluconato a elevata con-

) che ¢ li-
velll minimi di materiali organici
e inorganici; nel secondo caso,
condizi

nella tabella 1. I il

i che pr ds la

in ¢ izioni di
sporco (incubazione in presen-
za di 3,0 g/l sieroalbumina bovi-
na e 3,0 ml1 di eritrociti di peco-
ra) ¢ stato eseguito a 20°C ai
tempi d'incubazione di 30 se-

test esegui d

di elevate concentra-

In particolare, in condi-
zioni di pulito la valutazione del-

c ione. In questo studio si
& inteso valutare la formulazio-
ne in esame nei confronti di un
virus patogeno dell'uomo, a dif-
fusione prevalente per via respi-
ratoria, con ancora parzialmen-
te indefiniti limiti di manteni-
mento dell'infettivita nell’am-

condi, 1 minuto e 5 minuti. La dsbeia - Test Incondislon] & pulte
i in queste ¢ i Tempo Titolo virale rilevato

sperimentali ha fornito i risulta- 30 secondi 8.9 x 102 per ml
ti riportati nella tabella II. Al T i inf.2 20 x 1% per mi
Il-nlp() d'incubazione di 5 minu- ] SEA20R P

la formulazione in esame ¢

a in grado di abbattere Controlo non trattato 32 107 per mi
fettivit di SARS-CoV alle condi- #Tholo virale: . o gonoma &

zioni sperimentali in

di molecole SARS-CoV
&m.nmauu«mmwmdwuw

sopranatante celluare raccolto
ongelamento.

questo studio, sia in condizioni
di pulito sia in condi
sporco (ele
riale organico). Al tempo di

minuto, sia in condizioni di puli-
to che di sporco, I'infetti
rale ¢ stata ridotta a un livello
superiore a 4 log rispetto al con-
trollo. Al tempo di 30 secondi, la
riduzione del titolo ¢ risultata
superiore al livello di 4 log in
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Il - Test in condizioni di sporco

Titolo virale rilevato
30 secondi 2.6 x 10* per ml
| minuto 24 x 102 per ml
5 minuti inf. 2 2,0 x 102 per ml
Controllo non trattato 3,8 x 107 per ml

*Titolo virale: n. di molecole di genoma di SARS-CoV rilevate nel sopranatante cellulare raccolto
72 ore dall ity
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biente. Si ¢ soprattutto discusso
in passato sul ruolo di una ele-
vata concentrazione di materia
organica nel preservare l'infetti-
vita del virus. Nelle condizioni
sperimentali utilizzate Simply
Spray-S ha dimostrato di poter
indurre una riduzione di almeno
4 log del titolo virale al tempo
d'incubazione di 1 minuto, in
condizioni di sporco, e in 30 se-
condi, in condizioni di pulito.

In conclusione, lo studio forni-
sce dati sulla dinamica e sul po-
tenziale virucida di una formu-
lazione disinfettante specifica-
mente progettata per la disinfe-
zione di dispositivi medici non
invasivi e di ambienti sanitari,
in particolare odontoiatrici. La
formulazione ha dimostrato una
efficacia virucida in tempi ridot-
ti, sia in condizioni di pulito sia
in condizioni di sporco.

Riassunto
La disinfezione accurata di
ambienti e di dispositivi medici

rappresenta una delle misure
principali per prevenire infezioni
dell'vomo clinicamente rilevanti.
Nel presente studio, Ualtivita
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virucida di una formulazione
disinfettante (Simply Spray-S),
costituita da una soluzione idro-
alcolica di clorexidina ¢
benzalconio cloruro, ¢ stata
valutata nei confronti di un
patogeno umano recentemente

emerso, lagente eziologico della
sindrome respiratoria acuta
severa (SARS). La formulazione
si ¢ dimostrata capace di ridurre
rapidamente Uinfettivita virale
sia in presenza che in assenza di
elevate concentrazioni di sostanza
organica.

Parole chiave:
Formulazione disinfettante
Attivita virucida
Dispositivi medici
Ambienti medici
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