Picornavirusok inaktivalasa EcoQuest Sugarzo Katalitikus
Ionizacié alkalmazasaval

Bevezetés

A hepatitis A virust is magaba foglalo Picornaviridae viruscsalad jellemzdéen magéaba foglal
olyan burok nélkiili virusokat, amelyek nem rendelkeznek egyszalu, pozitiv érzékenységl, a
fizikai és kémiai inaktivalas eszkozeivel szemben kozismerten nagy ellenalloképességet mutatd
RNS-genom burokkal. (1). A Hepatitis A virus (HAV) koéztudottan féleg szennyezett ivoviz és
¢lelmiszer-forrasok révén terjed. Jarvanykitorés idején a HAV fert6zést okozhat és fert6zo
maradhat kiilonb6z6 kornyezeti feliileteken. A szokasos fertétlenitési folyamatok rendszerint nem
bizonyulnak hatékonynak a virus inaktivalasara a magas rezisztencia miatt. A HAV-jarvanyok
kitorésének az élelmiszeriparban torténd megeldzésére ajanlottak az érintett kornyezet szigort
fertotlenitési és higiénés eljarasai, az alkalmazottakra iranyuld szigort higiéniai eljarasokkal
kombinalva.

A vizsgalat célja a HAV teljes hatstalanitasanak validaldsa volt, egy szoros rokonsagban 1évo
enterovirus, mint helyettesité virus alkalmazasaval, az EcoQuest Sugarzé Katalitikus Ionizacios
Kamra™ (RCI-Cell™-rendszerTM) elnevezésli rendszernek vald expoziciot kovetéen. Az RCI-
rendszerTM egy olyan fejlett oxidacios eszkoz, amely az UV-inaktivaciot 6tvozi a hidroxigyokok
jelenlétével, szinergikus kapcsolat 1étrehozasaval e két igen hatékony inaktivalasi modszer kozott.
A technologia hatékonysaganak meghatarozasa ugy tortént, hogy rozsdamentes acél szelvényeket
oltottak be virussal, majd hagytdk, hogy az inokulum (oltéanyag) megszaradjon. Ebben a
szakaszban kontrollmintakat vettek, majd a szelvényeket RCI-Cell™-rendszer 4ltali behatdsnak
vetették ala. A kezeletlen kontrollmintdkat szintén kiértékelték, hogy Osszehasonlitsdk a fert6zo
virustiter csokkenését 24 oOras iddtartam alatt, kontrolldlt kdrnyezetben. A hatékonysag
meghatarozésa a fert6zé titer barmilyen csokkenésének a mérésével tortént, elvégezve a kezelt
szelvények végpont-titralasat a szovettenyészetében, a kezeletlen pozitiv kontrollszelvényekhez
képest.

Anyagok és modszerek

A virus és a sejtek A BEV-2 szarvasmarha enterovirus (ATCC VR-754, Manassas, VA)
szaporitasat Madin Darby Szarvasmarha vesesejtekben (MDBK, ATCC CCL-22) végezték. Az
MDBK-sejteket minimalis esszencialis tapkozegben (Eagle) szaporitottak 2 mM L-glutaminnal és
Earle BSS-el; 1,5 g/l natrium-hidrogén-karbonat, 0,1 mM nem-esszencialis aminosav valamint
7%-0s magzati szarvasmarha (borji) szérumot (FBS) tartalmazo 1,0 mM natrium-piruvat
hozzaadasaval, kiegészitve 2,5 mg/l amfotericin B-vel, 0,67 g/l sztreptomicinnel és 0,3 g/l
penicillinnel. Az MDBK sejteket BEV-2-vel fertézték meg a 10% FBS hozzdadésa nélkiil. Az
oltéanyag titerét a TCIDso (szOvettenyészet 50%-at fertdzé dozis) alkalmazasaval értékelték ki, a
szdmitasokat a Reed-Muench modszerrel végezték. (2).

A virus hatastalanitasa 302 tipust rozsdamentes acél (McMasterCarr, Altanta, GA)
szelvényeket (2x 10 cm?, vastagsiguk: 0,8 mm) autoklavban sterilizaltak 15 percig 121°C-os
programban. Egy II. biologiai biztonsagi osztalyu szekrényben minden vizsgalati szelvényhez
100 pl BEV-2-t adtak, a teljes feliileten szétteritve a pipetta hegyével, majd koriilbeliil 20 percet
hagytak a teljes szaradasra. Ezutdn az oltott szelvényeket steril konténerbe helyezték és
atszallitottak a tesztkamraba. A tesztszelvényeket ezutan tesztkamraba helyezték, majd 24 o6ran at
kezelték az RCI-Cell™-rendszerrel. Kezeletlen kontroll tesztszelvényeket is készitettek a fent
leirtak szerint, amelyeket azutan olyan tesztkamraba helyeztek, amelyet nem lett kitéve az RCI-
Cell™-rendszerrel torténd 24 oras behatasnak. Az egyik beoltott szelvény az elején el lett
tavolitva, hogy mind az RCI-Cell™-kamra, mind a kezeletlen kontrollkamra felhasznalhato
legyen a virus kezdé titerének kiindulasi mértékeként. Ezutan bekapcsoltak az RCI-Cell™-
berendezést, majd a mintakat mindkét tesztkamrabdl 2, 4, 8, 12 és 24 ora elteltével eltavolitottak,
ugy, hogy az egyik tesztszelvényt eltavolitottak és el6készitették a virus kinyeréséhez az alabb



leirtak szerint.

A virus kimutatasa. A BEV-2 kinyerése a rozsdamentes acél feliiletekr6l Gigy tortént,
hogy a tesztszelvényt egy steril, 50 ml-es kuipos fioldba helyezték, amely 5 ml fert6z6 tapkozeget
tartalmazott. A csoveket ezutan 1 percig vortexelték, hogy a virus a beoltott szelvényrdl fel tudjon
szabadulni. A mintak titralasat konfluens 96-lyuki MDBK-sejttenyésztélemezekre szélesztve
végezték, TCIDso végpont titralast alkalmazva. A lemezeket 37°C-on inkubaltak 48 6ran at 5%-os
COs ., szint mellett. Meghataroztadk a BEV-2-re jellemz6 citopatias hatast (CPE) minden egyes
lyukra vonatkozoan, a virustitereket TCIDs/ml-ben adtak meg.

Eredmények

Az Osszes kisérlet soran a rozsdamentes acél kontrollszelvényekbdl kinyert BEV-2 virus atlagos
mennyisége 6,00 logio TCIDso/ml volt. Az RCI-Cell™-kamraval végzett kezelés utan a fert6zo
BEV-2 virus atlagos logaritmikus csokkenése 3,87 és 4,87 logio TCIDso/ml volt 2 és 4 6ras
kezelést kovetden. (1. abra). Az RCI-Cell™-rendszerrel torténd 8, 12 vagy 24 6ras expoziciot
kovetden fert6z6 BEV-2 nem volt kimutathaté. A fertéz6 BEV-2 kimutathatd volt az 6sszes olyan
szelvényen, amelyekrél a mintavétel 2, 4, 8, 12 vagy 24 6ras kamraban toltott periddus utan
tortént, az RCI-Cell™-rendszerrel torténd kezelés nélkiil. (1. abra)
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1. Abra: Az MDBK sejtekben kimutatott és TCID./ml-ben megadott fert6zé6 BEV az RCI-Cell™
kezelés utan (sarga oszlopok), vagy RCI-Cell™ kezelés nélkiil (kék oszlopok) a 2, 4, 8, 12 vagy 24 6ras
mintavételi idoket kovetden.
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