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OHJE MUUNTOGEENISTEN VIRUSTEN SULJETUN KÄYTÖN LUOKITUKSESTA JA ERISTYSTOIMISTA

Ohjeessa ei käsitellä kasviviruksia. 

KÄYTÖN LUOKITUKSEN YLEISPERIAATTEET 
Muuntogeenisten (GM-) virusten käytön luokitus perustuu toiminnanharjoittajan tekemään riskinarviointiin. GM-mikro-organismien riskinarvioinnin periaatteista, luokituksesta sekä eristämistoimenpiteistä säädetään sosiaali- ja terveysministeriön asetuksessa 1053/2005. Riskinarvioinnin lähtökohtana käytetään villityypin viruksen taudinaiheuttamiskykyyn perustuvaa biologisten tekijöiden luokitusta (Sosiaali- ja terveysministeriön asetus 921/2010). Riskinarvioinnissa huomioidaan myös geenitekninen muutos ja GM-viruksen käyttötapa. Riskinarvioinnissa voidaan näin ollen päätyä biologisten tekijöiden luokituksesta poikkeavaan käytön luokkaan. 

GM-virukset voidaan luokitella taudinaiheuttamiskyvyn perusteella seuraavasti:

· Luokkaan 1 kuuluvat GM-virukset, jotka eivät todennäköisesti aiheuta sairautta ihmisille tai eläimille.


Suljetussa käytössä noudatetaan eristystason 1  suojatoimenpiteitä.

· Luokkaan 2 kuuluvat GM-virukset, jotka voivat aiheuttaa sairauden ihmisille tai eläimille, mutta eivät kuitenkaan todennäköisesti leviä väestössä tai eläimissä; käytettävissä on yleensä tehokas ehkäisykeino tai hoito.


Suljetussa käytössä noudatetaan eristystason 2  suojatoimenpiteitä.

· Luokkaan 3 kuuluvat GM-virukset, jotka voivat aiheuttaa vakavan sairauden ihmisille tai eläimille ja jotka voivat levitä väestössä tai eläimissä, mutta käytettävissä on yleensä tehokas ehkäisykeino tai hoito.


Suljetussa käytössä noudatetaan eristystason 3  suojatoimenpiteitä.

· Luokkaan 4 kuuluvat GM-virukset, jotka voivat aiheuttaa vakavan sairauden ihmisille tai eläimille ja jotka voivat aiheuttaa vakavan vaaran levitessään väestössä tai eläimissä eikä yleensä käytössä ole tehokasta ehkäisykeinoa tai hoitoa.


Suljetussa käytössä noudatetaan eristystason 4  suojatoimenpiteitä.

Kaikissa käytön luokissa on lisäksi noudatettava hyvän laboratoriotyöskentelyn periaatteita. Työntekijöiden turvallisuuden varmistamiseksi on myös huomioitava, mitä säädetään valtioneuvoston päätöksessä 1155/1993 työntekijöiden suojelemisesta työhön liittyvältä biologisten tekijöiden aiheuttamalta vaaralta.
GM-VIRUSTEN KÄYTTÖ ELÄINTILOISSA

Kun GM-viruksia käytetään koe-eläinyksikön tiloissa, tulee eläinten kanssa työskentelevälle henkilökunnalle tiedottaa käyttöön mahdollisesti liittyvistä riskeistä. Eläintenhoitajien koulutukseen on syytä kiinnittää huomiota. Koe-eläinkeskuksen GM-eläimiä koskeva suljetun käytön ilmoitus ei yleensä kata GM-mikro-organismien käyttöä. Kunkin GM-viruksia käyttävän toiminnanharjoittajan tulee huolehtia itse ilmoitusvelvollisuudestaan tältä osin. 

KESKEISET GM-VIRUKSET 
Tässä ohjeessa annetut viruskohtaiset käytön luokitukset koskevat sellaisia muunnoksia, joista on jo jossain määrin kokemusta. Tietyissä tapauksissa geenitekninen muutos tai GM-viruksen käyttötapa voivat riskinarvioinnissa johtaa myös tässä suosituksessa mainitusta  poikkeavaan luokitukseen. Erityisesti tulee kiinnittää huomiota tapauksiin, joissa käytettävän insertin ominaisuudet voivat lisätä riskiä. Tällaisia tapauksia ovat esimerkiksi: muutos infektoidun solun geenien transkriptiossa, onkogeenit, toksiinigeenit, interleukiinit, sytokiinit ja viruksen isäntäspesifisyyteen vaikuttavat muutokset. GM-viruksen aiotun käyttötavan (esim. säilytys, viljely soluviljelmissä, eläinten infektoiminen) erityispiirteet tulee huomioida käytön luokituksessa. 
Käytön luokitukseen vaikuttaa olennaisesti viruksen infektiivisyys. Tässä yhteydessä infektiivisellä viruksella tarkoitetaan virusta, joka voi tunkeutua soluun ja replikatiivisella viruksella sellaista virusta, joka tuottaa solussa infektiivisiä viruksia. Replikatiivisena viruksena ei pidetä pelkkää nukleiinihapon monistumista.
Viruserästä voi tarkastaa soluviljelmällä, onko siinä infektiivisiä ja replikatiivisia viruksia. Testausmenetelmänä voi olla viruksesta riippuen infektoidun soluviljelmän CPE- (cytopathic effect) tai immunofluoresenssi tai muu soveltuva menetelmä. 
Lisätietoa viruksista on esimerkiksi oppikirjassa: ”Mikrobiologia ja infektiosairaudet, Kirja I”, toimittaneet Huovinen, P., Meri, S., Peltola, H., Vaara, M., Vaheri, A. ja Valtonen, V., Duodecim.

1. AAV (Adeno Associated) –virukset

Yleistä

Parvoviruksiin kuuluva AAV (adeno associated virus) on pieni vaipaton ssDNA-virus, jonka ei tiedetä aiheuttavan ihmiselle mitään tautia. AAV voi tarttua aerosolina, fekaalisoraalista reittiä tai suoraan silmän sidekalvon kautta. Ihmisen AAV serotyyppi 2 (AAV-2), johon useimmat käytetyt vektorit pohjautuvat, pystyy transfektoimaan sekä jakaantumattomia että erilaistuneita ihmisen, kädellisten, koiran, hiiren ja lintujen soluja. AAV-virukset ovat melko stabiileja ja saattavat säilyä pitkiä aikoja ympäristössä.

AAV:n replikaatio edellyttää auttajaviruksen – yleensä adenoviruksen - läsnäoloa, mutta replikaatio voi indusoitua myös solun stressitilassa esim. UV-säteilytyksen jälkeen. Auttajaviruksen puuttuessa AAV-provirus integroituu ihmisen kromosomin 19 tiettyyn lokukseen. ”Gutless”-tyyppiset AAV-vektorit eivät pysty integroitumaan kyseiseen lokukseen, vaan ne saattavat insertoitua sattumanvaraisesti aktiiviseen kromatiiniin. AAV-genomeilla on luontainen taipumus liittyä peräkkäin toisiinsa (konkatamerisoitua), mitä voidaan hyödyntää jakamalla ekspressiokasetti kahteen AAV-vektoriin.   

Villityypin viruksen biologinen luokitus
Luokka 1 (kun käytetään ilman adeno- tai muuta patogeenista helper-virusta). 

Gm-viruksen käytön luokitus
Muuntogeeniset AAV-erät, joissa ei ole mukana villityypin adenovirusta tai muuta potentiaalisesti haitallista helper-virusta, voidaan luokitella käytön luokkaan 1. Muuntogeenisen AAV:n riskit riippuvat myös siirretyn geenimateriaalin ominaisuuksista, jotka voivat korottaa käytön luokkaa. Jos helper-toimintoihin käytetään villityypin adenovirusta, käytön luokka on aina vähintään 2. Muunlaisiin helper-systeemeihin liittyvät riskit on arvioitava niissä käytetyn helper-viruksen perusteella. On kuitenkin muistettava tarkastella myös mahdollisia AAV-vektorin ja helper-viruksen yhdistelmästä syntyviä lisäriskejä. Turvallisuutta lisää, jos käytetään systeemejä, joissa ei ole helper-virusta. 

Tarvittavat toimenpiteet 

Toiminnassa on noudatettava käytön luokitusta vastaavaa eristystasoa. AAV:t ovat hyvin stabiileja eri pH:ssa ja lämpötiloissa ja ne kestävät varsin hyvin myös erilaisia tavallisia kemialliseen inaktivointiin käytettäviä aineita. Niitä voidaan inaktivoida esimerkiksi 5 % fenolilla, 1-10 % natriumhypokloriitilla, 2 % glutaraldehydillä, kuumentamalla 10 min 75ºC 0,1% natriumdodekyylisulfaatissa (SDS), ja emäksisillä liuoksilla, joiden pH on yli 9. 
2. Adenovirukset (Adenoviridae)
Yleistä

Adenovirukset ovat vaipattomia dsDNA-viruksia, jotka aiheuttavat ihmisessä pääasiassa hengitystieinfektioita ja voivat tarttua aerosolina, fekaalisoraalista reittiä, suoraan silmän sidekalvon kautta sekä veren välityksellä. Adenovirukset voivat infektoida sekä jakautuvia että lepotilassa olevia soluja, kudostropismi vaihtelee serotyypin mukaan. Adenovirukset integroituvat isäntäsolun genomiin harvoin, ja sen vuoksi ne aikaansaavat isäntäsolussa yleensä vain transientin (1-2 viikkoa kestävän) siirtogeenien ekspression. Adenovirukset ovat melko stabiileja ja voivat säilyä pitkiä aikoja aerosoleissa ja vedessä. 

Villityypin viruksen biologinen luokitus
Luokka  2

GM-viruksen käytön luokitus
Adenovirusvektorit, joiden taudinaiheuttamiskyvyn voidaan osoittaa olevan selvästi alentunut  villityyppiin verrattuna, on mahdollista luokitella käytön luokkaan 1. Tämä edellyttää, että virus on riittävästi heikennetty ja replikaatiokyvytön infektoidussa ihmisessä tai eläimessä. Myös reversiotapahtuman todennäköisyyden tulee olla alhainen. Jos GM-virus halutaan luokitella käytön luokkaan 1, jokaisesta viruserästä tulee osoittaa, ettei siinä ole replikaatiokykyisiä viruksia, ellei käytetty tuotantomenetelmä (esim. PerC6-solulinja) poissulje tätä mahdollisuutta. 

Replikaatiokykyisten adenovirusvektorien käyttö mukaan lukien CRV:t (Conditionally Replicating Viruses) luokitellaan yleensä käytön luokkaan 2.

GM-adenovirusten riskinarvioinnissa tulee kiinnittää huomiota rekombinaation mahdollisuuteen, jonka seurauksena sekvenssejä voisi päästä siirtymään sukulaisviruksiin tai GM-virus muuttuisi replikaatiokykyiseksi. Infektiivisiä, replikaatiokykyisiä viruksia voi syntyä rekombinaation tuloksena, jos komplementoivia sekvenssejä on virusten pakkaamiseen käytetyssä solulinjassa, infektoitavassa solulinjassa, helper-viruksessa tai villityyppisellä viruksella infektoituneessa eläimessä. 
Tarvittavat  toimenpiteet
Toiminnassa on noudatettava käytön luokitusta vastaavaa eristystasoa. Aerosolien muodostumisen ja ilmateitse tapahtuvan leviämisen estämiseen on syytä kiinnittää huomiota myös käytön luokassa 1. 

Jos käytetään replikaatiokyvyttömiä viruksia, käytössä tulee olla menetelmä replikaatiokykyisten virusten monitoroimiseksi. Sopivia menetelmiä ovat mm. testaus permissiivissä, ei-komplementoivissa solulinjoissa tai muu validoitu menetelmä. 
Jos GM-viruksilla on infektoitu koe-eläimiä, tulee eläinten eritteissä mahdollisesti olevat infektiiviset virionit tuhota validoidulla menetelmällä.

Adenovirukset voidaan inaktivoida esimerkiksi 1% hypokloriitilla, 2%

glutaraldehydillä ja 0,25% SDS:llä. Adenoviruksia inaktivoivat myös eräät desinfektioaineet, jotka sisältävät usean tehoaineen yhdistelmän, esim.  kvaternaarisia ammoniumyhdisteitä, guanidiinijohdannaisia ja alkyylipolyamiineja sisältävä Barrydin® ja oksonia, Na-dodekyylibentseenisulfonaattia ja sulfaamihappoa sisältävä Virkon®. Alkoholia (etanolia) ei suositella adenoviruksen inaktivointiin, koska se vaatii pitkähkön vaikutusajan eikä tehoa orgaanisen aineen läsnäollessa. Isopropanoli ei inaktivoi adenovirusta. Adenovirukset saattavat säilyä infektiivisinä myös eetteri- ja/tai kloroformiuutoissa. 
3. Alfavirukset 
Yleistä

Alfavirukset ovat vaipallisia RNA-viruksia. Luonnossa alfavirukset tarttuvat hyttysten välityksellä ihmisiin tai eläimiin. Jotkin alfavirukset voivat aiheuttaa enkefaliittia, mutta yleisimmin laboratoriossa käytetyt Semliki Forest -virus (SFV) ja Sindbis-virus aiheuttavat kuumeista ihottumaa ja niveltulehdusta. SFV ei ole varsinainen ihmispatogeeni, mutta infektoi ihmisen soluja. Sindbis on varsin yleinen ihmispatogeeni ja sitä esiintyy luonnossa myös Suomessa. Alfavirusten genomi replikoituu RNA-muodossa solun sytoplasmassa eikä voi näin ollen aiheuttaa muutoksia solun DNA:ssa. Alfavirusinfektioihin ei ole lääkitystä.
Villityypin viruksen biologinen luokitus

SFV ja Sindbis kuuluvat luokkaan 2. Virusten pitkäaikainen pasasointi eläinten hermoston- tai muissa soluissa tai eläinten aivoissa lisää ilmeisesti neurovirulenssia  (Bradish 1971; Smithburn and Haddow 1944), mikä saattaa nostaa luokitusta.
GM-viruksen käytön luokitus 

Replikaatiokykyiset SFV- ja Sindbisvektorit luokitellaan käytön luokkaan 2. Kun käytetään replikonivektoreita, joissa ei ole mukana lainkaan viruksen rakennegeenejä, voidaan työskentely luokitella luokkaan 1. Jos replikonit pakataan virus-replikoni-partikkeleihin (VRP) käyttämällä rakenneproteiinit sisältävää auttaja-RNA:ta, on mahdollista, että rekombinaation kautta syntyy infektiokykyisiä viruksia. Tämä on huomioitava käytön luokituksessa. Mikäli VRP:t tuotetaan menetelmillä, joissa rekombinaation mahdollisuus on tehty hyvin pieneksi (esim. kolmen plasmidin systeemi) tai jos luotettavasti osoitetaan (esim. CPE), että VRP-erä ei sisällä infektiokykyistä virusta, voidaan VRP:iden käyttö luokitetella luokkaan 1.

Replikoivilla vektoreilla työskennellessä tulee ottaa huomioon käytetyn insertin mahdollinen vaikutus isäntäsoluihin ja -organismiin ja viruksen replikaatio-ominaisuuksiin niissä. Viruksen tuottama proteiini, esim. sytokiini tai kasvutekijä, voi lisätä viruksen replikaationopeutta ja siten aiheuttaa ennalta arvaamattomia tilanteita. Koe-eläimillä työskenneltäessä on tärkeää selvittää, ovatko käytetyt geenit toiminnallisia myös ihmisen soluissa. 
Käytettäessä replikatiivisia SFV-viruksia tulee mielellään käyttää kolmen plasmidin yhdistelmiä, joilla villityypin virusten muodostumisen mahdollisuus on hyvin pieni.
Tarvittavat toimenpiteet
Toiminnassa on noudatettava käytön luokitusta vastaavaa eristystasoa. Mikäli koe-eläimiä infektoidaan replikaatiokykyisillä viruksilla, on käytettävä eristystason 2 mukaisia tiloja ja toimenpiteitä. 
Vaikka alfavirukset eivät yleensä tartu aerosolin välityksellä, tämä tarttumismahdollisuus on kuitenkin huomioitava ja aerosolin muodostumista työskentelyssä on vältettävä. Kudosten homogenoinnissa voidaan käyttää Falcon-putkia, joiden korkkien läpi on tehty reikä homogenisaattorin sauvalle. Sentrifugoinnissa on käytettävä suljettuja putkia. Mikroskopointi on parempi tehdä kuoppalevyillä kuin maljoilla; molemmat teipataan valmiiksi jo virustilassa parafilmillä, etteivät ne avaudu. Laminaarien hepa-suodattimet vaihdetaan säännöllisin väliajoin.
Suomessa  SFV ei  leviä ympäristössä, sillä virusta levittäviä hyttystyyppejä ei meillä tiettävästi ole (mahdollisesti Aedes albopictusta lukuunottamatta). Infektioriskin vuoksi alfavirusjätteet on kuitenkin luokituksesta riippumatta aina inaktivoitava. Nestejätteet voidaan käsitellä hypokloriitilla (esim. imupullossa Klorillia 1:10 lopputilavuudesta valmiina) tai voimakkaan emäksisellä liuoksella; pinnat ja astiat voi käsitellä 70 % etanolilla ja  kuivajätteet autoklavoidaan tai poltetaan. Kertakäyttömateriaalien käyttöä suositellaan. Jos jätteitä ei inaktivoida paikan päällä, kiinteät jätteet kerätään virustilassa erikseen infektiojätteeksi merkittyihin erityisastioihin. 

Nollaveret otetaan työntekijöistä ennen virustyöskentelyn alkamista. Onnettomuuden sattuessa otetaan verinäyte heti ja kahden viikon välein, ja mitataan neutraloivat vasta-aineet. PCR:llä voidaan analysoida, mikä viruskanta on kyseessä. Alfavirusinfektioihin ei ole lääkitystä, mutta rokotteita on kehitteillä vaarallisiin (eastern, western, Venezuelan) enkefaliitti- ja chikungunya-infektioihin. Kyseiset virukset ovat lähtökohtaisesti käytön luokkaa 3 ja niillä työskenneltäessä on etukäteen selvitettävä mahdollisuus rokottaa työntekijät. 
Kirjallisuutta 
Bradish CJ, Allner K and Maber HB, The virulence of original and derived strains of Semliki forest virus for mice, guinea-pigs and rabbits, J Gen Virol 1971, 12(2): 141-160. Smithburn KC and Haddow AJ, Semliki Forest virus. I. Isolation and pathogenic properties, J Immunol 1944, 49(2): 141-173.

4. Baculovirukset

Yleistä

Bakulovirukset ovat niveljalkaisia infektoivia dsDNA-viruksia, joita käytetään bioteknisissä sovelluksissa mm. proteiinien tuottoon hyönteis- ja nisäkässoluissa sekä hyönteisten torjuntaan. Bakulovirusvektoreista yleisimmin käytetty on Autographa californica nukleopolyhedroosivirus (Ac NPV), joka infektoi ainakin 30 Lepidoptera-suvun perhos- ja yökköslajia sekä joitakin kovakuoriaislajeja aiheuttaen niille tappavan taudin. Autographa-suvun lajeja esiintyy myös Suomessa. Bakulovirukset eivät ole haitallisia ihmisille.

Bakulovirusten sauvamaisen viruspartikkelin kapsidia peittää isännän solumembraanista peräisin oleva vaippa. Vaipan virusperäinen  gp64-proteiini osallistuu viruksen kiinnittymiseen isäntäsoluun ja sisäänpääsyyn soluun. Infektoituneessa isäntäsolussa syntyy kahdenlaisia viruksia. Ensin kuroutuu viruspartikkeleita, jotka infektoivat viereisiä soluja. Myöhäisvaiheessa syntyy suuria määriä polyhedriiniproteiinia, joka viruspartikkelien kanssa muodostaa ns. okkluusiopartikkeleita, jotka vapautuvat solujen hajotessa. Polyhedriinimatriksi mahdollistaa uusien hyönteisten infektoitumisen, sillä se lisää viruspartikkelien kestävyyttä ympäristössä ja sitä tarvitaan viruksen invaasioon uusien hyönteisisäntien suolistossa. 
Sen lisäksi, että bakulovirus infektoi hyönteissolulinjoja, virus transfektoi myös useiden nisäkäslajien (ml. ihmisen) jakaantuvia ja ei-jakaantuvia soluja. Bakulovirus ei kuitenkaan replikoidu nisäkässoluissa, ja sen omat ekspressiosignaalit toimivat vain hyönteissoluissa. Nisäkässoluekspressioon tarkoitetussa bakulovirusvektorissa ilmennettävä geenijakso insertoidaan tyypillisesti voimakkaan nisäkässolussa toimivan viruspromoottorin alle. Bakulovirusgenomi ei insertoidu isäntäsolun genomiin.

Villityyppisen viruksen käytön luokitus

Luokka 2 hyönteisille aiheutuvan riskin perusteella. Ihmisille ja muille eläimille riski on olematon. 

GM-viruksen käytön luokitus

GM-bakulovirukset, joilta puuttuu polyhedriini tai p10, pystyvät infektoimaan soluviljelmiä, mutta eivät aiheuttamaan tautia niveljalkaisissa. Kun käytetään heikennettyä bakulovirusta, joka ei tuota okkluusiopartikkeleita, viruksesta ei ole vaaraa ympäristön niveljalkaisille.  Käyttö voidaan tällöin luokitella käytön luokkaan 1. Jos käytetään vähemmän heikennettyjä bakuloviruksia, jotka ympäristöön levitessään saattaisivat säilyä ja infektoida isäntiään, tulee tapauskohtaisesti arvioida, kuuluuko käyttö luokkaan 2.

Bakulovirusvektoreiden mahdolliset ihmisen terveyteen kohdistuvat riskit liittyvät siirtogeenin luonteeseen. Potentiaalisesti haitallinen insertti, kuten bakteeritoksiini, onkogeeni tai kasvutekijä saattaa nostaa käytön luokkaa. GM-bakulovirukset, joissa on nisäkässolussa toimivan promoottorin säätelemiä mahdollisesti haitallisia inserttejä, voi olla tarpeen luokitella käytön luokkaan 2.

Immuunipuolustuksen komplementti inaktivoi bakuloviruksen nopeasti, mutta virus laukaisee nisäkkäissä synnynnäiseen immuniteettiin kuuluvia reaktioita. Siten bakuloviruksille altistuminen voi aiheuttaa tulehdusreaktion.

Bakulovirus voidaan pseudotyypata heterologisella viruksen glykoproteiinilla, esimerkiksi VSVg:llä. Pseudotyyppaus lisää bakuloviruksen kykyä transfektoida nisäkässoluja sekä vähentää viruksen herkkyyttä komplementille. VSVg-pseudotyyppaus saattaa lisätä myös viruksen säilyvyyttä ympäristössä. Viruksen tropismia voidaan muuttaa myös lisäämällä gp64-proteiiniin kohdesolun reseptoria sitova jakso. Tropismin muuttuminen tulee ottaa huomioon riskinarvioinnissa.
Tarvittavat toimenpiteet

Toiminnassa on noudatettava käytön luokitusta vastaavaa eristystasoa. Käytettäessä bakuloviruksia, joiden ekspressiosignaalit toimivat vain hyönteissoluissa ja jotka on heikennetty inaktivoimalla tai deletoimalla polyhedriini, voidaan työskennellä eristystasolla 1. Tällaiset GM-virukset, joilla ei ole polyhedriinimatriksia suojanaan, ovat villityyppistä virusta herkempiä kuumuudelle ja UV- valolle ja inaktivoituvat nopeasti ympäristössä. Niiden inaktivointiin voidaan käyttää esim. etanolia. Tässäkin tapauksessa suositellaan jätteiden inaktivointia. 
Okkluusiopartikkeli säilyy luonnossa useita viikkoja, joten polyhedriiniä tuottavat bakulovirukset ja niitä sisältävät jätteet on inaktivoitava käytön luokkansa 2 mukaisesti. 
5. Lentivirukset 

Yleistä

Lentivirukset ovat retroviruksiin kuuluvia vaipallisia RNA-viruksia, joita käytetään yleisesti geeninsiirrossa in vitro ja in vivo. Lentiviruspohjaiset virukset infektoivat sekä jakaantuvia  että jakaantumattomia soluja ja niiden kuljettama siirtogeeni integroituu genomiin, jolloin saavutetaan stabiili geeniekspressio.

Lentiviruksista eniten käytetään HIV-1-pohjaisia vektoreita. Myös HIV-2 ja FIV-pohjaisia systeemejä on käytössä. Niiden kohdalla käytetään soveltuvin osin HIV-1-pohjaista ohjeistusta.
Villityypin HI-viruksen aiheuttama krooninen infektio saattaa lopulta aiheuttaa immuunikadon (aids) ja kuoleman, kun elimistö altistuu immuunipuolustuksen lamauduttua infektiotaudeille ja kasvaimille. Taudin kulkua voidaan lääkityksellä merkittävästi hidastaa, mutta tautia ei voida parantaa eikä sitä vastaan ole rokotetta.  

Villityypin viruksen biologinen luokitus
Biologisten vaaratekijöiden luokituksessa HIV-1 kuuluu luokkaan 3.

1. HIV-1-pohjaiset vektorisysteemit

GM-viruksen käytön luokitus
Pääasialliset riskit HIV-1-pohjaisten vektorien käytössä ovat replikaatiokykyisten virusten muodostuminen ja mahdolliset onkogeeniset vaikutukset, jotka johtuvat siirtogeenin ekspressiosta tai vektorikasetin integraatiotapahtumasta. Riskeihin vaikuttavat käytetyn vektorisysteemin bioturvallisuutta lisäävät modifikaatiot ja vektoriin insertoidun sekvenssin luonne. Riskinarvioinnissa tulee ottaa huomioon pseudotyyppauksen aiheuttamat vaikutukset (kudostropismi, stabiilisuus) ja se, että muutokset viruksen pintarakenteissa voivat vaikuttaa viruksen herkkyyteen komplementille.

Kolmannen sukupolven plasmidisysteemien (kolmen tai neljän plasmidin yhteiskäyttö) on suositeltavaa. Useat ominaisuudet lisäävät biologista turvallisuutta kolmannen sukupolven lentivirussysteemissä. Vektoria ja sen pakkaamiseen tarvittavia funktioita koodaavat sekvenssit on jaettu vähintään kolmeen plasmidiin ilman päällekkäisyyttä. Käytettävät pakkaussolulinjat eivät saa sisältää lentivirussekvenssiä. 
Neljän plasmidin systeemissä siirtogeeni on plasmidissa, joka sisältää Tat-riippumattoman LTR-alueen, pakkaussekvenssin ja geeninsiirtokasetin. Yksi helper-plasmidi koodaa käänteiskopioija-integraasin (pol) ja rakenneproteiinien (gag) tuottoon tarvittavia funktioita ja toinen helper-plasmidi koodaa niiden transkriptejä stabiloivaa Rev-proteiinia. Avustavat geenit vpr, vpu, vif ja nef on deletoitu. Erillinen plasmidi koodaa Env-proteiinia, joka usein korvataan heterologisella vaippaproteiinilla, kuten vesikulaarisen stomatiittiviruksen glykoproteiinilla (VSV-g). SIN (self inactivating) -systeemiä käyttämällä voidaan lisäksi vähentää insertin isäntäsolun geenien trans-aktivaation riskiä.

Infektiiviset lentivirusvektorit kuuluvat aina vähintään käytön luokkaan 2 silloinkin kun on osoitettu, ettei viruserä sisällä replikaatiokykyisiä viruksia. Jos vektorin kuljettaman geenin integroituminen genomiin saattaa aiheuttaa haitallisia vaikutuksia tai mahdollisia vaikutuksia ei voida luotettavasti arvioida, on tarpeellista käyttää tehostettuja toimenpiteitä roiskeilta, aerosoleilta ja haavoilta suojautumiseksi. Riskiä lisääviä geenejä ovat esim. onkogeenit, tuumorisuppressoria inaktivoivaa siRNA:ta koodaavat geenit ja toksiinigeenit.

Lentivirusvektorilla infektoitu soluviljelmä kuuluu pääsääntöisesti käytön luokkaan 2. Virusten läsnäolo voidaan osoittaa viljelmän supernatantista p24- ELISA:lla. Positiivisena kontrollina voidaan käyttää infektiopäivän supernatanttia ja negatiivisena infektoimattoman viljelmän supernatanttia. Viljelmä muuttuu negatiiviseksi usein vasta kolmannen siirrostuksen jälkeen. Kun on luotettavasti osoitettu, ettei viljelmä sisällä infektiivisiä viruksia, käyttö voidaan luokitella luokkaan 1. 

Muilla kuin kolmannen ja neljännen polven plasmidisysteemeillä valmistetut vektorit ja lentiviruksella stabiilisti transfektoidut solulinjat tulee aina testata p24-testillä (antigeenitesti kapsidiproteiinille) replikaatiokyvyttömyyden osoittamiseksi. Tämä voidaan tehdä kolmen siirrostuksen jälkeen. Kun on luotettavasti osoitettu, ettei viljelmä sisällä replikaatiokykyisiä  viruksia, käyttö voidaan luokitella luokkaan 1.
Tarvittavat  toimenpiteet
Toiminnassa on noudatettava käytön luokitusta vastaavaa eristystasoa. Infektoiduilla soluviljelmillä, joiden on osoitettu kuuluvan luokkaan 1, voidaan työskennellä soluviljelyn vaatimia suojatoimenpiteitä noudattaen eristystasolla 1. Jätteet on kuitenkin inaktivoitava. 

Luokkaan 2 kuuluvilla infektoiduilla soluviljelmillä ja viruksilla työskennellään eristystasolla 2. Koska HIV-pohjaisen viruksen joutuminen elimistöön veriteitse, limakalvon tai rikkoutuneen ihon kautta altistaa infektiolle, on minimoitava haavojen, roiskeiden ja aerosolien syntymisen mahdollisuus. Suojatoimenpiteet määräytyvät toiminnan luonteen perusteella. Terävien ja rikkoutuvien esineiden käyttöä on ensisijaisesti vältettävä. Jollei se ole mahdollista, työntekijät tulee ohjeistaa niiden turvalliseen käyttöön, ja koulutus on dokumentoitava.Viruksia ei saa käsitellä avonaisissa astioissa laminaarikaapin ulkopuolella. Suun, nenän ja silmien suojaamiseksi roiskeilta ja aerosoleilta on tarvittaessa käytettävä henkilökohtaisia suojaimia. Työskenneltäessä tulee käyttää suojakäsineitä. Luokkaan 2 kuuluvilla HIV-konstrukteilla ei pidä työskennellä,  kun käsien iho on selvästi vaurioitunut (esim. haavat ja ihottuma). 

Kun lentiviruksella infektoitu soluviljelmä on inaktivoitu siten, ettei se sisällä infektiivisiä viruksia (esim. fiksaus), voidaan työskennellä eristystasolla 1.
Tiloissa tulee olla kulunvalvonta tai tilan käyttäjät ja käyttöajat on kirjattava. Kirjattavaksi suositellaan eksperimentissä käytetyt organismit ja virusten tiitterit. Infektoitaessa eläimiä lentivirusvektoreilla on noudatettava eristystason 2 toimenpiteitä tutkijan altistumisriskin minimoimiseksi. Lentivirus ei replikoidu jyrsijöissä, joten niiden ylläpito voidaan siirtää eristystason 1 tiloihin muutaman päivän kuluttua infektoinnista, kunhan infektoimiskohta puhdistetaan huolellisesti ja eläimet siirretään puhtaisiin häkkeihin. HI-viruksen replikoituminen on mahdollista eläimissä, joihin on siirretty ihmiskudosta tai muuta HI-virukselle permissiivistä kudosta. Infektoitaessa tällaisia eläimiä lentivirusvektorilla tulee toimia vähintään eristystasolla 2.

Vaipallisina viruksina lentivirukset inaktivoituvat helposti yleisillä desinfektioaineilla (esim. 70 % etanoli pintojen ja käsien desinfektiossa), ja ne ovat suhteellisen herkkiä kuivumiselle. Virus voi kuitenkin säilyä esim. kasvatusmediumissa tai muussa proteiinipitoisessa materiaalissa, erityisesti kylmähuoneessa, useita päiviä. Viruksen pseudotyyppauksella saattaa olla virusta stabiloiva vaikutus, joka tulee ottaa huomioon arvioitaessa mahdollisia altistumistapoja esim. virusta sisältäviä näytteitä käsiteltäessä, mukaan lukien infektoiduista eläimistä otetut näytteet.

2. Muuntogeeninen HIV (Human) ja SIV (Simian Immunodeficiency Virus)

GM-viruksen käytön luokitus 

Muuntogeeninen HIV ja SIV ovat käytön luokkaa 3, ellei ole osoitusta siitä, että niiden infektio- tai taudinaiheuttamiskyky on selvästi alentunut.

Tarvittavat toimenpiteet
Infektiivisillä HI- ja SI-viruksilla työskennellään aina eristystasolla 3. Jos lentiviruksen perimään liitetyn geenin integroituminen solun genomiin saattaa aiheuttaa haitallisia vaikutuksia tai mahdollisia vaikutuksia ei voida luotettavasti arvioida, on harkittava, onko tämän lisäksi tarpeellista käyttää tehostettuja riskinhallintatoimenpiteitä roiskeilta, aerosoleilta ja haavoilta suojautumiseksi. 

Kun käytössä on replikaatiokykyistä virusta sisältävää materiaalia, tulee varautua siihen, että onnettomuustapauksissa voidaan estolääkitys aloittaa tarvittaessa mahdollisimman nopeasti. On osoitettu, että ajoissa aloitettu estolääkitys vähentää HIV-infektion todennäköisyyttä. 

Vaipallisina viruksina lentivirukset inaktivoituvat helposti yleisillä desinfektioaineilla (esim. 70 % etanoli pintojen ja käsien desinfektiossa), ja ne ovat suhteellisen herkkiä kuivumiselle. Virus voi kuitenkin säilyä esim. kasvatusmediumissa tai muussa proteiinipitoisessa materiaalissa, erityisesti kylmähuoneessa, useita päiviä. Viruksen pseudotyyppauksella saattaa olla virusta stabiloiva vaikutus, joka tulee ottaa huomioon arvioitaessa mahdollisia altistumistapoja esim. virusta sisältäviä näytteitä käsiteltäessä, mukaan lukien infektoiduista eläimistä otetut näytteet.

3. FIV-pohjaiset vektorisysteemit (Feline Immunodeficiency Virus)
Villityypin viruksen biologinen luokitus

Eläimiin kohdistuvien riskien osalta luokka 3. Ihmiseen kohdistuvat terveysriskit ovat vähäisiä tai olemattomia.
GM-viruksen käytön luokitus
GM-FIV-vektorien luokituksessa on eläintautiriskin lisäksi otettava huomioon, mitä yllä on mainittu lentivirusvektorien pseudotyyppauksesta ja inserttien vaikutuksesta luokitukseen.  
Tarvittavat toimenpiteet 

Toiminnassa on noudatettava käytön luokitusta vastaavaa eristystasoa. Ihmissoluja infektoivien pseudotyypattujen FIV-vektorien osalta noudatetaan samanlaisia turvatoimia kuin käytettäessä HIV-pohjaisia vektoreita. FIV-vektorit on tuotettava kolmen plasmidin yhteistransfektiolla. Myös FIV-vektoreita käytettäessä tulee lisääntymiskykyisen viruksen puuttuminen osoittaa valmiista viruspreparaatista. 
Työskenneltäessä FIV-vektoreilla, jotka kykenevät infektoimaan kissaeläimiä ja replikoitumaan niissä, on riskinarvioinnissa kiinnitettävä erityistä huomioitava  mahdollisuuteen, että virus pääsee kosketuksiin isäntäeläimen kanssa ja tätä kautta levittämään GM-virusta. Jos riskinarvioinnissa tunnistetaan tällainen vaaratilanne, riskinhallintatoimet (työskentelytavat, jätteiden inaktivointi) on toteutettava siten, ettei eläintautiriskiä pääse syntymään. 
6. Papilloomavirukset (Papillomaviridae)

Yleistä

Papilloomavirukset ovat vaipattomia dsDNA-viruksia, jotka infektoivat vain ihon tai limakalvojen epiteelisoluja ja aiheuttavat ihmisessä mm. ihosyyliä, kurkunpään papilloomia sekä sukuelinten visvasyyliä. Papilloomavirukset ovat osallisena myös useiden kasvainten ja syöpien, esim. kohdunkaulan syövän synnyssä. Ihmisen papilloomavirusten ei tiedetä infektoivan muita eläinlajeja.
Papilloomavirukset voivat integroitua isäntäsolun genomiin erityisesti vakavissa epiteelimuutoksissa ja syövissä. Papilloomavirus vaatii replikoituakseen pitkälle erilaistuneen epiteelisolun, joita ei voida kasvattaa soluviljelmissä. Tavanomainen kokeellinen infektio papilloomaviruksilla ei ole mahdollinen. Kolmiulotteisissa soluviljelymalleissa voidaan tuottaa kohtalaisia määriä papilloomavirusta. Useat yleisesti käytössä olevat jatkosolulinjat (esim. HeLa, CaSki, SiHa) ovat peräisin papilloomaviruksen aiheuttamista syövistä ja ne sisältävät papilloomaviruksen genomin osia. Virus ei kuitenkaan voi replikoitua näissä solulinjoissa eikä niistä voi syntyä infektiivisiä viruspartikkeleita. 
Villityypin viruksen biologinen luokitus
Luokka  2

Gm-viruksen käytön luokitus
Lähtökohtaisesti luokka 2.

Tarvittavat toimenpiteet
Toiminnassa on noudatettava käytön luokitusta vastaavaa eristystasoa.
GM-papilloomavirusten replikaatio-ominaisuudet ovat verrattavissa villityypin papilloomaviruksiin. Papilloomavirukset ovat immunokompetenteilla henkilöillä hyvin kudosspesifisiä, ja iholla ja limakalvoilla esiintyy eri virustyyppejä. Terveysriskejä ei voida kuitenkaan täysin sulkea pois tilanteissa, joissa virusta joutuisi työntekijän elimistöön esim. haavan kautta, joten papilloomaviruspartikkeleilla ei pidä työskennellä, jos iho on rikkoutunut. Työskentelyssä on huolehdittava asianmukaisesta suojavaatetuksesta ja vältettävä mahdollisuuksien mukaan terävien esineiden käyttöä. 
7. Parvovirukset

Yleistä

Parvovirukset ovat pieniä vaipattomia ssDNA-viruksia. Parvoviridae- heimon alaryhmään Parvovirinae kuuluu kolme sukua. Erythrovirus-suvun parvorokkovirus (B19) on autonomisista parvoviruksista ainoa tunnettu ihmispatogeeni. Parvovirusten joukossa on tärkeitä eläinten (mm. nautakarjan, sian, koiran, kissan, minkin ja laboratoriojyrsijöiden) patogeeneja. Parvovirusten isäntähakuisuuteen ja kudostropismiin voi vaikuttaa muutaman aminohapon muutos kapsidiproteiinissa. Esimerkiksi 1970-luvulla ilmaantunut Parvovirus-sukuun kuuluva koiran parvovirus (CPV) on ilmeisesti muuntunut kissan tai minkin parvoviruksesta.
Ihmisen parvorokkovirus voi aiheuttaa erilaisia sairauksia, kuten parvorokon, niveloireita tai  hematologisia komplikaatioita. Raskaudenaikainen parvorokkovirusinfektio voi aiheuttaa sikiön kuoleman.

Parvovirusten yksinkertainen kapsidirakenne on erittäin resistentti paitsi lipidiliuottimille myös pH:lle 3-9 ja lämmölle.

Villityypin viruksen biologinen luokitus

Ihmisen parvovirus (B19) luokka 2. Myös eläinten parvovirukset ovat pääosin luokkaa 2 kohdelajeilleen aiheuttamansa tautiriskin vuoksi.

GM-viruksen käytön luokitus 
GM-parvovirukset luokitellaan lähtökohtaisesti käytön luokkaan 2. Riskinarvioinnissa on kiinnitettävä huomiota mahdolliseen isäntäkirjon tai kudostropismin muuttumiseen. 
Tarvittavat toimenpiteet

Toiminnassa on noudatettava käytön luokitusta vastaavaa eristystasoa. Parvovirustyöskentelyssä on vältettävä aerosolien muodostumista. Raskaana olevien naisten ei pidä työskennellä B19-lajin kanssa.

CPV-virukselle parhaiten sopivia inaktivointiaineita ovat halogeeniyhdisteet, aldehydit ja natriumhydroksidi. Suuret proteiinipitoisuudet heikentävät natriumhypokloriitin ja formaldehydin tehoa. Yli 100 ºC:een lämpötila inaktivoi CPV:n nopeasti. 
8. Retrovirukset (muut kuin lentivirukset)

Yleistä

Retrovirukset ovat vaipallisia viruksia, joiden genomi koostuu kahdesta positiivisäikeisestä RNA-molekyylistä. Viruksen käänteiskopioijaentsyymi saa infektoidun isäntäsolun valmistamaan viruksen RNA-koodin mukaista DNA:ta. Syntyvä DNA-provirus kiinnittyy isäntäsolun perimään, jossa se toimii templaattina virus-mRNA:lle. Virusgenomeja reunustavat pitkät toistoalueet (LTR) sisältävät viruksen ekspressiota säätelevät promoottori- ja tehostajajaksot (U3). Kaikki retrovirukset sisältävät rakenneproteiineja koodaavan gag-geeniklusterin, käänteistranskriptaasia ja integraasia koodaavan pol-alueen ja vaipan glykoproteiineja koodaavan env-alueen, minkä lisäksi joillakin retrovirusryhmillä on replikaatiota tehostavia ja muokkaavia proteiineja koodaavia geenijaksoja, jotka voivat vaikuttaa patogeenisuuteen.

Useat retrovirukset ovat onkogeenisiä joko siksi, että ne voivat aiheuttaa insertiomutageneesiä tai koska isäntäsolun genomin DNA:ta on integroitunut viruksen RNA-genomiin. Viimemainittu tapahtuma johtaa yleensä defektiiviseen mutta akuutisti transfektiokykyiseen kantaan, joka tarvitsee replikaatioonsa helper-virusta. Retrovirukset leviävät yleensä altistuttaessa ruumiinnesteille tai neulanpiston välityksellä. Useimmat näistä viruksista ovat voimakkaasti immunogeenisiä, mutta isännän immuniteetti yleensä paremminkin suppressoi replikaatiota kuin puhdistaa infektion kokonaan.

Yleisimmät retrovirukset laboratoriokäytössä ovat hiiren (MoMLV), lintujen (ALV) ja kissan (FeLV) retrovirukset sekä lentivirukset (ks. kohta 5).

Villityypin viruksen biologinen luokitus

Muut kuin kädellisten retrovirukset eivät ole yleensä patogeenisiä ihmiselle, joten tässä suhteessa niiden käytön luokka on lähtökohtaisesti 1. Toisaalta on viitteitä siitä, että hiiren xenotropic murine leukemia virus-related virus (XMRV) saattaisi liittyä sekä ihmisen syöpiin että krooniseen väsymysoireyhtymään. Jos retrovirus voi aiheuttaa eläintauteja, sen riskiluokitus voi kuitenkin olla korkeampi (esim. naudan leukemiavirus BLV luokka 2, hevosen infektiivinen anemiavirus EIAV luokka 3).
GM-viruksen käytön luokitus

Pääasialliset riskit retroviruspohjaisten vektorien käytössä ovat replikaatiokykyisten virusten muodostuminen ja mahdolliset onkogeeniset vaikutukset, jotka johtuvat siirtogeenin ekspressiosta tai vektorikasetin integraatiotapahtumasta. Riskeihin vaikuttavat käytetyn vektorisysteemin bioturvallisuutta lisäävät modifikaatiot ja vektoriin insertoidun sekvenssin

luonne. Riskinarvioinnissa tulee ottaa huomioon pseudotyyppauksen aiheuttamat

vaikutukset (kudostropismi, stabiilisuus) ja se, että muutokset viruksen pintarakenteissa voivat vaikuttaa viruksen herkkyyteen komplementille. Ihmiseen kohdistuvien terveysriskien lisäksi tulee tarkastella eläintautiriskia, jos GM-virus pääsisi leviämään suljetun käytön tilojen ulkopuolelle.

Kolmen plasmidin yhteiskäyttö on suositeltavaa käytettäessä onkogeenisiä retrovirusvektoreita (kuten ALV ja MOMLV). Kolmen plasmidin systeemissä erillinen plasmidi koodaa Env-proteiinia, joka vaikuttaa viruksen isäntäspesifisyyteen. Alun perin ekotrooppisten, pelkästään jyrsijöitä infektoivien retrovirusvektoreiden isäntäkirjoa voidaan laajentaa korvaamalla Env-proteiini heterologisella vaippaproteiinilla. Esim. kun pseudotyyppauksessa käytetään vesikulaarisen stomatiittiviruksen glykoproteiinia (VSVg), syntyy amfotrooppisia viruksia, jotka infektoivat ihmiset mukaan lukien useita nisäkäslajeja. Ksenotroopiset virukset infektoivat mm. ihmisen soluja, mutta eivät infektoi jyrsijöiden soluja. SIN (self inactivating) -systeemiä käyttämällä voidaan vähentää insertin isäntäsolun geenien trans-aktivaation riskiä. GM-retrovirusten valmistuksessa tulee käyttää pakkaussolulinjoja, jotka on kehitetty siten, että replikaatiokykyisen viruksen syntyminen rekombinaatiotapahtuman välityksellä on lähes mahdotonta. 

Replikaatiokyvystä riippumatta retrovirukset, jotka voivat infektoida ihmissoluja, kuuluvat aina vähintään käytön luokkaan 2. Siirretyn insertin ominaisuudet voivat nostaa luokitusta. Riskiä lisääviä geenejä ovat esim. onkogeenit, tuumorisuppressoria inaktivoivaa siRNA:ta koodaavat geenit ja toksiinigeenit. 

Replikaatiokyvyttömillä ekotrooppisilla retrovirusvektoreilla (poislukien kädellisten retroviruksiin pohjautuvat vektorit) työskentely kuuluu pääsääntöisesti käytön luokkaan 1, ellei siirretty insertti tai eläintautiriski nosta käytön luokitusta. Jollei ekotrooppisten retrovirusten replikaatiokyvyttömyyttä ole osoitettu, niiden käyttö luokitellaan eläintautiriskin mukaiseen käytön luokkaan, ellei insertti vaikuta käytön luokitukseen. 

Tarvittavat toimenpiteet

Toiminnassa on noudatettava käytön luokitusta vastaavaa eristystasoa.

Käytettäessä amfo- tai ksenotrooppisia retroviruksia, jotka voivat infektoida ihmissoluja, jokainen rekombinanttiviruserä on testattava sitä varten kehitettyjen erityisten solulinjojen tai muun luotettavan testisysteemin avulla replikaatiokykyisten virusten poissulkemiseksi. Positiivisena kontrollina voidaan käyttää infektiopäivän supernatanttia, ja negatiivisena infektoimattoman viljelmän supernatanttia. Viljelmä muuttuu negatiiviseksi usein vasta kolmannen siirrostuksen jälkeen. 

Jos retroviruksen kuljettaman geenin integroituminen genomiin saattaa aiheuttaa haitallisia vaikutuksia tai mahdollisia vaikutuksia ei voida luotettavasti arvioida, on tarpeellista käyttää tehostettuja toimenpiteitä roiskeilta, aerosoleilta ja haavoilta suojautumiseksi. Työskentelyssä on noudatettava eristystason 2 vaatimuksia ja tarvittaessa on lisättävä suojatoimenpiteitä,

jotka määräytyvät toiminnan luonteen perusteella. Työskenneltäessä amfo- tai ksenotrooppisilla retroviruksilla, terävien ja rikkoutuvien esineiden käyttöä on ensisijaisesti vältettävä. Jollei se ole mahdollista, työntekijät tulee ohjeistaa niiden turvalliseen käyttöön, ja koulutus on dokumentoitava. Viruksia ei saa käsitellä avonaisissa astioissa laminaarikaapin ulkopuolella. Suun, nenän ja silmien suojaamiseksi roiskeilta ja aerosoleilta on tarvittaessa käytettävä henkilökohtaisia suojaimia, ja työskenneltäessä tulee käyttää suojakäsineitä. Tiloissa tulee olla kulunvalvonta tai tilan käyttäjät ja käyttöajat on kirjattava. Kirjattavaksi suositellaan eksperimentissä käytetyt organismit ja virusten tiitterit. 
Kun valmiista ekotrooppisesta viruserästä on testattu, ettei se sisällä replikaatiokykyisiä viruksia, käytön katsotaan täyttävän suljetun käytön luokan 1 edellytykset. Tällöinkin on jätteet kuitenkin inaktivoitava.

Kun on osoitettu, ettei eko- tai amfotrooppisilla retroviruksilla infektoiduissa solulinjoissa synny replikaatiokyskyisiä viruksia, niillä voidaan työskennellä soluviljelyn vaatimia suojatoimenpiteitä noudattaen eristystasolla 1. Tällöinkin on jätteet kuitenkin inaktivoitava.

Kun infektoidut solulinjat lyysataan tai fiksataan, niillä voidaan työskennellä eristystasolla 1 riippumatta siitä, millaisia infektioon käytetyt retrovirukset ovat isäntäspesifisyytensä tai replikaatiokykynsä suhteen. 

Infektoitaessa eläimiä sellaisilla amfo- tai ksenotrooppisilla retrovirusvektoreilla, jotka voivat infektoida myös ihmissoluja, on noudatettava eristystason 2 toimenpiteitä henkilökunnan altistumisriskin minimoimiseksi. Ellei käytettävä retrovirus voi replikoitua koe-eläimessä, eläin voidaan siirtää eristystason 1 tiloihin muutaman päivän kuluttua infektoinnista, kunhan infektoimiskohta puhdistetaan huolellisesti ja eläimet siirretään puhtaisiin häkkeihin. Koska koe-eläinten eritteistä ei löydy infektiivisiä rekombinanttiviruksia, niitä ei tarvitse tarkastaa.

Infektoitaessa eläimiä ekotrooppisilla replikaatiokykyisillä retroviruksilla (poislukien kädellisten retrovirukset) noudatetaan eläintautiriskin mukaista eristystasoa. Jos voidaan luotettavasti osoittaa, ettei ekotrooppisilla retroviruksilla infektoiduissa eläimissä synny replikaatiokykyisiä viruksia, niillä voidaan työskennellä eristystasolla 1. 
Retrovirukset ovat herkkiä kuivumiselle ja inaktivoituvat nopeasti isäntäsolun ulkopuolella,  mutta ne voivat toisaalta säilyä pitkiä aikoja proteiinipitoisessa materiaalissa, kuten kasvatusmediumissa. Vaipallisina viruksina ne inaktivoituvat helposti yleisillä desinfektioaineilla (esim. 70 % etanoli pintojen ja käsien desinfektiossa). Viruksen pseudotyyppauksella saattaa olla virusta stabiloiva vaikutus, mikä on otettava huomioon arvioitaessa mahdollisia altistumistapoja esim. virusta sisältäviä näytteitä käsiteltäessä, mukaan lukien infektoiduista eläimistä otetut näytteet.

9. Vacciniavirukset

Yleistä

Vaccinia-virus (VACV tai VV) on poxviruksiin kuuluva vaipallinen dsDNA-virus, joka on sukua lehmä- ja isorokkoviruksille. Muista DNA-viruksista poiketen pox-virukset eivät replikoidu isäntäsolun tumassa vaan sen sytoplasmassa. Tämä edellyttää suurta genomia, joka koodaa replikaatioon ja transkriptioon tarvittavia eri entsyymejä. Replikaatiosyklin aikana VV tuottaa neljää eri infektiivistä muotoa, joilla on erilainen ulkomembraani. Infektiivisten muotojen runsaudessa on eroja ja niillä on ilmeisesti hieman eri tehtävät viruksen leviämisessä isännästä toiseen, solujen välillä ja isäntäorganismissa. Vaccinian genomi koodaa myös useita proteiineja, jotka suojaavat virusta interferoneilta. 

Vaccinia-infektio on lievä ja terveissä ihmisissä yleensä oireeton, joskin lievää ihottumaa ja kuumetta voi esiintyä. Vaccinia-viruksen aiheuttama immuunireaktio suojaa isorokolta (Variola), joten Vacciniaa on käytetty isorokkorokotteena. Elävät Vaccinia-rokotteet ovat aiheuttaneet komplikaatioita immuunipuutteisille, ja kuolleisuudesta on vaihtelevia tietoja (1/103-106). Isorokon hävittyä isorokkorokotuksista on luovuttu muille kuin riskiryhmille (terveydenhuolto- ja tutkimushenkilökunta, joilla on riski joutua tekemisiin Vaccinia-viruksen kanssa).Turvallisempia rokotteita on kehitteillä, koska uhka viruksen käytöstä bioterrorismiin on kuitenkin olemassa. 

Rokotekäytön lisäksi Vaccinia-virusta käytetään geenisiirtovektorina eläin- ja ihmiskudoksiin sekä geeniterapiassa. Parhaiten karakterisoituja kantoja ovat Western Reserve, Copenhagen, Dryvax (l. "Wyeth"; rokotekanta), ACAM2000 (rokotekanta), ja Modified Vaccinia Ankara (MVA). Viimemainittu on heikennetty (nonvirulentti) kanta, joka saattaa olla turvallisempi. 

Villityypin viruksen biologinen luokitus
Luokka  2

GM-viruksen käytön luokitus 

GM-vacciniavirukset, jotka ovat villityypin vacciniaviruksen johdannaisia (esim. WR, NYCBOH, Copenhagen, Lister), voidaan luokitella käytön luokkaan 2.  

Erityisen heikennetyt (“highly attenuated”) vacciniaviruskannat (esim. MVA, NYVAC), jotka eivät kykene replikoitumaan tai replikoituvat huonosti nisäkässoluissa eivätkä kykene aiheuttamaan etenevää infektiota, voidaan luokitella käytön luokkaan 1. 

Tarvittavat toimenpiteet
Toiminnassa on noudatettava käytön luokitusta vastaavaa eristystasoa. Myös luokkaan 1 kuuluvat GM-virusjätteet on inaktivoitava todennetulla tavalla. 
Infektiivisen viruksen pääsy ruoansulatuskanavaan, rikkinäiselle iholle tai pisaroiden ja aerosolien välityksellä limakalvoille on estettävä (erityisesti silmät huomioitava). Niin ikään on huolehdittava, ettei virusta pääse elimistöön neulanpistojen välityksellä. Virus voi levitä myös Vaccinialla infektoitujen eläinten ja ihmisten rokotuskohdista ja rokotettujen eritteistä, hengitysteiden eritteistä ja kudoksista, ja siirtyä kosketustartuntana rokotuskohdasta. Jotkut poxvirukset ovat kuivattuinakin stabiileja ja voivat levitä esineiden välityksellä. Nämä leviämisreitit tulee eliminoida. Heikentämättömällä viruksella on työskenneltävä laminaarikaapissa, ja työntekijöiden silmien suojauksesta on huolehdittava.

Immuunipuutteisten henkilöiden tai henkilöiden, joilla on ihovaurioita tai vaikea ihottuma, ei pidä työskennellä viruksella. 


