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RESEARCH ARTICLE

De kracht van twee chloordioxideverbindingen om het
humaan papillomavirus te vernietigen.
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Seksuele overdracht is de meest gebruikelijke route voor de verspreiding van
het humaan papillomavirus (HPV). Maar iatrogene HPV-infecties komen ook
voor. Verschillende desinfecterende middelen, waaronder glutaaraldehyde en

Utah o-ftalaldehyde, zijn niet werkzaam tegen HPV, hoewel ze door de Food and
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KERNWOORDEN

1 | INLEIDING

Het humaan papillomavirus (HPV) is een klein, niet-omhuld
DNA-virus met meer dan 200 geidentificeerde typen. Deze
typen zijn ingedeeld als typen met een hoog risico vanwege
hun betrokkenheid bij
baarmoederhals, baarmoeder en hoofd- en hals, of typen met

kankers in gebieden zoals
een laag risico, die goedaardige condylomen of wratten
veroorzaken. Typen 16 en 18 zijn geclassificeerd als risicovol
en beschreven als de meest voorkomende typen wereldwijd,’
vanwege het grote aantal kankers van cervix, uterus, anus en
hoofd- en hals dat ze veroorzaken.?* Seksuele overdracht via
orale weg of via penetrerende middelen wordt algemeen
literatuur.

beschreven in de wetenschappelijke

Zorginstellingen zoals de National Health Service en de Centers

Drug Administration werden goedgekeurd en door de World Federation for
Ultrasound in Medicine and Biology worden aanbevolen. Andere methoden,
zoals ultraviolet C en geconcentreerd waterstofperoxide, zijn zeer effectief
gebleken tegen HPV. In deze studie is aangetoond dat twee chloordioxide-
systemen ook zeer werkzaam zijn tegen HPV. Een belangrijk verschil in deze
studies is dat we, in tegenstelling tot tests in suspensie of met behulp van een
drager, het besmettelijke virus rechtstreeks op endocavitaire ultrasone sondes
en nasendoscopen hebben laten drogen. Zo konden we een realistischer
systeem valideren om de werkzaamheid van desinfecterende middelen aan te

Antivirale middelen, verspreiding, humaan papillomavirus, immuunreacties, papillomavirus,
pathogenese, herinfectie, virusclassificatie

for Disease Control and Prevention schuiven dit naar voren als
een belangrijk gezondheidsrisico.** Maar ook de mogelijke
overdracht via fomieten in de gezondheidszorg door onaangepaste
ontsmettingspraktijken is een bron van ongerustheid waarover druk
wordt gedebatteerd. Klinische ruimten waarin onderzoeken of
behandelingen worden uitgevoerd of diagnoses worden gesteld met
behulp van instrumenten die in lichaamsholten worden ingevoerd
waar HPV-16 en HPV-18 prevalent zijn, vormen een risico voor arts
gynaecologie en
spoedeisende geneeskunde zijn voorbeelden van gebieden waar

en patiént. De afdelingen verloskunde,

voor het onderzoek van de cervix instrumenten zoals endocavitaire
transvaginale echografiesondes, colposcopen en speculums worden
gebruikt, die vervolgens met HPV besmet kunnen raken.*" Ook

apparaten zoals endoscopen, die binnen afdelingen voor

otorinolaryngologie worden gebruikt, lopen het risico op

contaminatie door HPV.
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In de richtlijnen voor decontaminatie van transvaginale ultrasone
transducers van de World Federation for Ultrasound in Medicine
and Biology worden de volgende ontsmettingsmiddelen
aanbevolen: 2,4% tot 3,2% glutaaraldehyde (GTA), O-ftalaldehyde
(OPA), 7,5 % waterstofperoxide, 0,5 % bleekmiddel, ultraviolette
C (UVCQ) -straling bij 200 tot 280 nm en chloordioxide.' In onze
eerdere studie, waarin we UVC-straling bij 253,7 nm, 0,525% en
0,87% bleekmiddel en 31,5% geioniseerd waterstofperoxide hebben
getest, is de werkzaamheid van deze behandelingen op de
inactivatie van HPV-16 en HPV-18 aangetoond."*"'* Waar alleen HPV-
16 werd getest, werd desinfectie niet bereikt met 0,55% OPA of 2,4%
of 3,4% GTAWe vonden het daarom logisch om als volgende stap
chloordioxide te beoordelen, dat in de bovengenoemde richtlijnen
wordt aanbevolen. In de richtlijnen voor desinfectie van
otorinolaryngologie, zoals ENT UK en van het publicatieblad van de
Italiaanse Vereniging voor Otorinolaryngologie wordt naar deze
chloordioxideproducten  verwezen.'” Gepubliceerde  studies
vermelden het gebruik ervan in 18 landen wereldwijd, waaronder
het VK, Australié, Nieuw-Zeeland en Singapore.'®?' In dit rapport
beschrijven we de testen van twee chloordioxideproducten om
te beoordelen of ze met HPV gecontamineerde apparaten naar

behoren kunnen desinfecteren.

Om de twee chloordioxideoplossingen tegen HPV-16 en HPV-18
te testen, gebruikten we een andere methodiek in vergelijking
met onze vorige studies, waar de werkzaamheid werd
beoordeeld in suspensie of in op drager gebaseerde tests. In
deze studie hebben we reéle medische instrumenten,
endocavitaire echosondes en nasendoscopen besmet met het
virus om desinfectie tijdens het gebruik zo goed mogelijk te

simuleren..

2 | MATERIAAL EN METHODEN
2.1 | Celkweek en virusproductie

HaCaT-cellen werden in Dulbecco's gemodificeerd Eagle medium
DMEM gekweekt, aangevuld met 10% foetaal runderserum (FBS),
0,025 mg/ml gentamicine en 0,11 mg/ml natriumpyruvaat.
Primaire menselijke keratinocyten van neonatale besneden
voorhuid werden geisoleerd, zoals eerder beschreven.??# Het
Human Subjects Protection Office van de commissie voor medische
ethiek van het Penn State University College of Medicine heeft ons
onderzoeksopzet gescreend voor vrijgestelde status volgens het
institutionele beleid en de bepalingen van de toepasselijke
federale regelgeving. Omdat er geen menselijke deelnemers bij
deze studie betrokken zijn, hebben ze bepaald dat een formele
IRB-beoordeling niet nodig was, zoals voorgeschreven door de
federale regelgeving. Keratinocyten werden gekweekt in 154
media aangevuld met humane keratinocyten-groeisupplement
(Human Keratinocyte Growth Supplement Kit, Cascade Biologics
Inc, Portland, OR). Geimmortaliseerde keratinocyten die HPV-

episomen stabiel hielden, werden in E-medium gekweekt met J2-
3T3-voedingscellen en groeiden in vlotcultuur om een virus te
produceren, zoals eerder beschreven.??* Rijpe virusdeeltjes
werden na 20 dagen uit de weefsels geoogst.?*2¢ Vlotten werden
geoogst en het virus werd geisoleerd door homogenisatie in
fosfaatbuffer (5 mM Na-fosfaat; pH 8; 2 mM MgCl2), zoals eerder
beschreven.?# Alle concentratie- en
infectiviteitstesten werden gedurende 1 uur bij 37 "C behandeld met
benzonase (375 E) om alle niet-omhulde virale genomen te
verwijderen. Stalen werden aangepast tot 1 M NaCl en 10 minuten

gecentrifugeerd bij 4 °C met 10 500 rcf om celdebris te verwijderen.

viruspreparaten voor

2.2 | Virustiters

Om de virale genomen vrij te geven, werd 10 ml van een
viruspreparaat geresuspendeerd in 200 ml HIRT DNA-
extractiebuffer (400 mM NaCl/10 mm Tris-HCI, pH 7,4/10 mM
EDTA, pH 8,0), met 2 ml 20 mg/ml proteinase K en 10 ml 10%
natriumdodecylsulfaat gedurende 2 uur bij 37°C. Het DNA werd
gezuiverd door fenol-chloroformextractie, gevolgd door
ethanolprecipitatie en resuspensie in 20 ml TE. De titers
werden bepaald aan de hand van een op kwantitatieve
(qPCR) gebaseerde DNA-
inkapselingsanalyse met behulp van een Qiagen Quantitect

SYBR Green PCR Kit.? Amplificatie van het beoogde virale genoom

polymerasekettingreactie

werd uitgevoerd met behulp van de eerder beschreven E2-primers
tegen een standaardcurve van 10-voudige seriéle verdunningen van
108 tot 104 kopieén per ml.2* Voor de infectieanalyses werden de
HaCaT-cellen 2 dagen voor infectie in multititerplaten met 24
wells gezaaid, met 50.000 cellen per well. De verbindingen
werden gemengd met virus en media in een totaal volume van
500 pl voordat ze aan cellen werden toegevoegd. Er werd een
multipliciteit van infectie (MOI) van 10 deeltjes per cel gebruikt,
tenzij anders vermeld. Het virus werd 48 uur met de cellen bij
37°C geincubeerd en messenger-RNA werd geoogst met behulp
van een Qiagen RNAeasy Kit.
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2.3 | Voorbereiding van de instrumenten

De geteste instrumenten waren (a) nasendoscopen en (b)
endocavitaire ultrasone sondes. Een organische lading
(voedingsbodem) van 5% FBS werd toegevoegd aan de
virussuspensie en verspreid over de lengte van de
inbrengschacht van elk apparaat, wat het deel van het
instrument weergeeft dat aan de patiént is blootgesteld. De
geinoculeerde instrumenten mochten 30 minuten of tot ze
droog waren in een laminaire flowkast drogen.

2.4 | Desinfectiemiddelen

De twee desinfectieprocedures voor chloordioxide die gebruikt
werden, waren van Tristel Solutions Limited: (a) het Tristel Trio Wipes
system en (b) Tristel Duo. Het vermogen van elke procedure om HPV-
16 en HPV-18 te inactiveren, werd afzonderlijk beoordeeld. Als
positieve desinfectiecontrole werd natriumhypochloriet gebruikt in
de door de fabrikant aanbevolen concentratie van 0,87 % (8.700
delen per miljoen) (Pure Bright Germicidal Ultra Bleach, KIK
International). Het gebruik van deze controle was gebaseerd op de
eerder aangetoonde werkzaamheid ervan tegen HPV-16 en HPV-18,
zowel in suspensietesten als in dragertesten.''* Voor de controle
op virusherstel na droging op de sonde werden sommige sondes
niet behandeld met desinfectiemiddel en werd het virus
verwijderd en getest op infectiviteit, zoals hieronder beschreven.
Alle desinfecterende producten werden gebruikt volgens de
gebruiksaanwijzing van de fabrikant.

2.5 | Desinfectieprocedure

De endocavitaire ultrasone sonde en de nasendoscoop werden in 3
stappen gedesinfecteerd met behulp van een Tristel Trio Wipes
system. Dit omvatte een voorreinigingsdoekje om de instrumenten
schoon te maken, een sporendodend doekje om het instrument te
desinfecteren met een contacttijd van 30 seconden en een
spoeldoekje om eventuele chemische resten te verwijderen. Deze
procedure volgt de standaardrichtlijnen voor decontaminatie voor
semikritisch instrumentarium in 3 stappen: reinigen, desinfecteren
en spoelen.

De tweede set endocavitaire ultrasone sondes (Siemens) werd
gedesinfecteerd door eerst een voorreinigingsdoekje te gebruiken
om de verwijdering van echogel van een schacht te repliceren, die na
een klinische procedure op een instrument zou kunnen
achterblijven. Het instrument werd daarna gedesinfecteerd met twee
aliquots van Tristel Duo, aangebracht met een pluisvrij Duo Wipe,
met een contacttijd van 30 seconden.

Ook de nasendoscopen (Karl Storz Medical Supplies)
werden getest en op dezelfde wijze behandeld met Tristel Duo
en de Duo Wipe, alleen werd de initiéle reinigingsprocedure niet
uitgevoerd. De reinigingsstap werd weggelaten om een

worstcasescenario te simuleren, waarin de reinigingsstap
mogelijk wordt vergeten of waar na de reiniging vuil achterblijft
op het instrument.

Na de procedures werd een basisneutralisator (7 %
glycine) gebruikt om de met chloordioxide behandelde
instrumenten 2 maal af te spoelen en af te schuren, waarna ze 2
maal met fosfaatgebufferde zoutoplossing (PBS) werden
gespoeld om alle achtergebleven chloordioxide te verdunnen en
de werking ervan te stoppen. Alle stalen werden 3 maal gefilterd
en gespoeld met HaCat-celmedia en getest op infectiviteit zoals
eerder beschreven. Alle testen op de werkzaamheid van de
desinfectie werden in drievoud uitgevoerd met afzonderlijke
virusbatches.

2.6 | HPV-besmettelijkheidstest

De infectie werd geanalyseerd met behulp van een eerder
beschreven op RT-qPCR gebaseerde besmettelijkheidstest voor
E1AE4-transcriptniveaus Het E1AE4 gesplitste transcript werd
geamplificeerd met primers die specifiek zijn voor het gesplitste
transcript. HPV-16- en HPV-18-infectiviteitstesten werden
uitgevoerd met HaCat-cellen, zoals eerder beschreven. Een
volledige virale inactivatie werd als verkregen beschouwd
wanneer besmettelijkheidstesten na desinfectie gelijkwaardige
of hogere C t-waarden toonden dan niet-geinfecteerde controles.
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3 | RESULTATEN

De chloordioxideoplossingen konden een daling van > 99,99%
in de infectiviteit van HPV-16 en HPV-18 verkrijgen met
voedingsbodem (5% BSA) dat in de testen was opgenomen
(Figuur 1). De daling is vergelijkbaar met de daling die werd
waargenomen met 0,87% natriumhypochloriet. De verschillen
in de log10-reductiewaarden tussen de testen met hetzelfde
virustype en tussen virustypen weerspiegelen verschillende
starttiters.

De werkzaamheid van chloordioxide op HPV-16 was
vergelijkbaar met die van natriumhypochloriet in ons vorige
onderzoek. Het verschil is dat de vorige test werd uitgevoerd
in suspensie, waarbij het virus werd gemengd met het
desinfectiemiddel het virus
rechtstreeks aan te brengen op de instrumenten, zoals we in

in oplossing en niet door

deze studie hebben gedaan. Maar het stelde ons wel in staat
om de verschillen in werkzaamheid tussen de verschillende
chemische groepen te bepalen: alcoholen (ethanol,
isopropanol), aldehyden (GTA, OPA), fenol en oxidatiemiddelen
(PAA-zilver, natriumhypochloriet, chloordioxide).™
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FIGUUR 1 De gevoeligheid van HPV-16- en HPV-18-virionen
voor desinfectiemiddelen met chloordioxide. In totaal werden 1 x
107 HPV-16 (A) of HPV-18 (B) -deeltjes gemengd met organisch
materiaal (5 % FBS) en gedroogd op de nasendoscoop (Nas) of op
transvaginale (TV) ultrasone sondes. Er werden twee verschillende
desinfectieprocedures met chloordioxide getest; Tristel Duo (Duo)
en Tristel Trio Wipes (Trio). Als controle voor infectieus virusherstel
werden HPV-16 en HPV-18 gemengd met organisch materiaal en
gedroogd op de sondes, maar zonder een desinfectieprocedure uit
te voeren. Hypochloriet werd opgenomen als positieve controle
voor de werkzaamheid van de desinfectie. Grafieken tonen log10-
reductie van infectiviteit voor elke geteste situatie. Voor de
infectiviteitstesten werden HaCat-cellen gebruikt. De stippellijn
geeft de door de FDA vereiste 4 log10-reducties aan. FDA, Food
and Drug Administration

4 | BESPREKING

In deze studie rapporteren we de eerste resultaten van twee
procedures waarbij desinfectie met behulp van met HPV-16 en
HPV-18 gecontamineerde instrumenten werd gesimuleerd. Deze
bevindingen ondersteunen ons eerdere werk, waarin we aantonen
chemicalién, waaronder waterstofperoxide,
perazijnzuur vermengd met zilver, natriumhypochloriet,’*'**” en
nu ook chloordioxide werkzaam zijn tegen zowel HPV-16 als HPV-
18.

dat oxiderende

Deze resultaten tonen aan dat een handmatige procedure
kan worden gebruikt voor de desinfectie van met HPV besmette
instrumenten die mogelijk niet bestand zijn tegen methoden die
gebruikmaken van onderdompeling, hitte of straling. De
endocavitaire ultrasone sondes (Siemens) en nasendoscopen (Karl
Storz Medical Supplies) die voor onze studie zijn gebruikt, zijn
representatief voor deze instrumenten, die unieke rondingen,
ribbels en holtes hebben die een correcte desinfectie kunnen
beinvloeden.

Nog belangrijker is dat het ook een oplossing biedt
voor instrumenten die mobiel/transporteerbaar zijn, zoals
apparatuur die in een gemeenschappelijke zorgsetting wordt
gebruikt. In deze scenario's is er dringend nood aan een
transporteerbare, eenvoudige methode die in een korte
contacttijd een efficiénte desinfectie biedt.

Medische hulpmiddelen voor onderzoek en diagnose die
voor een groot aantal patiénten kunnen worden gebruikt en
gemakkelijk kunnen worden vervoerd, komen steeds vaker voor in
de gezondheidszorg, vooral in ontwikkelingslanden. Een goed
voorbeeld hiervan is mobiele colposcopie. Deze apparaten worden
gebruikt om de baarmoederhals te onderzoeken en eventuele
abnormale cellen of precancereuze letsels op te sporen. Dezelfde
minder snel een geautomatiseerd

landen zullen zich

desinfectiesysteem kunnen veroorloven. Een gemakkelijk te
vervoeren, niet-machinaal desinfectiesysteem biedt hier grote

voordelen.
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HPV is een niet-omhuld virus dat resistent is tegen veel
desinfectiemiddelen, waaronder middelen die door de Food and
Drug Administration vergund zijn voor desinfectie op hoog niveau
(GTA, OPA)."*" De huidige richtlijnen schrijven desinfectie op
hoog niveau voor van ultrasone sondes voor semi-kritische
toepassingen,
slijmvliezen of een beschadigde huid mogelijk is.?® Desinfectie

inclusief procedures waarbij contact met

op hoog niveau verwijst per definitie naar de volledige
eliminatie van alle virussen en micro-organismen, met
uitzondering van bacteriéle endosporen, waarvan sommige
mogen blijven.?

Sommige apparaten komen in contact met de patiént in
gebieden waar HPV prevalent is. In studies is aangetoond dat
colposcopen HPV-DNA, net als de
handschoendozen die artsen gebruiken.®Hoewel de detectie van
DNA niet noodzakelijk de aanwezigheid van levensvatbare en

infectieuze micro-organismen aangeeft, hebben M'Zali et al°® in

besmet zijn met

hun onderzoek aangetoond dat na de standaard
desinfectieprotocollen nog HPV-virionen aanwezig blijven op
echografie-instrumenten die in de gezondheidszorg voor
gebruikt. Dit betekent dat de

standaardprotocollen om deze apparaten op de juiste manier

vrouwen  worden
te desinfecteren niet voldoen, waardoor zowel patiénten als
artsen gevaar lopen op HPV-transmissie.

Naast de instrumenten die in de gezondheidszorg van vrouwen
worden gebruikt, worden instrumenten die in de slijmvliesholten
van hoofd en hals worden ingebracht, ook blootgesteld aan het
risico op besmetting met HPV. In noodgevallen (bv. ambulant) en
ter plaatse verstrekte zorg worden instrumenten, zoals die
gebruikt om patiénten met ademhalingsmoeilijkheden te
intuberen, blootgesteld aan mucosale secreties. Om het apparaat
snel opnieuw te kunnen gebruiken, zijn handmatige
desinfectieprocedures van cruciaal belang. Dit vormt ook een
besparing op de totale kosten voor de gezondheidszorg,
aangezien snelle desinfectiemethoden de uitvaltijd voor de
behandeling van de instrumenten en dus ook het aantal benodigde
apparaten verminderen.

In veel landen, waaronder Nieuw-Zeeland, Zweden,
Denemarken, en de Verenigde Staten, werd een gestage
toename gemeld van carcinomen van hoofd en hals. De
aanwezigheid van HPV-DNA in tumorstalen werd aangetoond
met behulp van PCR-amplificatie van specifieke gensecties, wat
op een actieve HPV-infectie wijst. Uit de gegevens blijkt
bovendien dat het percentage mannelijke patiénten dat positief
is voor HPV in de carcinomen van hoofd en hals, hoger is dan
het percentage vrouwen. Er wordt verondersteld dat de hogere
prevalentie bij mannen te wijten is aan de hogere virale lading
van HPV in de vagina en de cervix dan op de penis.* Onderzoek
van Hernandez et al®*® bevestigt deze bevindingen en onthult dat
de overdracht van HPV hoger is van de cervix naar de penis dan
van de penis naar de vagina. De overdracht van HPV tijdens orale
seks van een man bij een vrouw is daardoor waarschijnlijker dan
tijdens orale seks van een vrouw bij een man, wat een mogelijke

verklaring biedt voor het waargenomen verschil in percentages.

Dit vergroot nog eens het belang van het vermijden van hoge
besmettingspercentages op instrumenten die in het hoofd-
halsgebied worden gebruikt.
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