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1. Kaytodn luokituksen yleisperiaatteet

Muuntogeenisten (GM-) virusten kayton luokitus perustuu toiminnanharjoittajan teke-
maan riskinarviointiin. Muuntogeenisten mikro-organismien riskinarvioinnin periaat-
teista, luokituksesta seka eristamistoimenpiteista sdadetaan sosiaali- ja terveysmi-
nisterion asetuksella 1053/2005. Riskinarvioinnin lahtdkohtana kaytetaan villityypin
viruksen taudinaiheuttamiskykyyn perustuvaa, sosiaali- ja terveysministerion asetuk-
sen 921/2010 mukaista biologisten tekijdiden luokitusta. Riskinarvioinnissa huomioi-
daan myds geenitekninen muutos ja viruksen kayttdtapa. Riskinarvioinnissa voidaan
nain ollen paatya biologisten tekijoiden luokituksesta poikkeavaan kayton luokkaan.



Muuntogeeniset virukset voidaan luokitella taudinaiheuttamiskyvyn perusteella seu-
raavasti:

e Luokkaan 1 kuuluvat GM-virukset, jotka eivat todennakoéisesti aiheuta sai-
rautta ihmisille tai elaimille. Talléin suljetussa kaytdéssa noudatetaan eristysta-
son 1 suojatoimenpiteita.

e Luokkaan 2 kuuluvat GM-virukset, jotka voivat aiheuttaa sairauden ihmisille
tai elaimille, mutta eivat kuitenkaan todennakoisesti levia vaestossa tai elai-
missa; kaytettavissa on yleensa tehokas ehkéaisykeino tai hoito. Talléin sulje-
tussa kaytbssa noudatetaan eristystason 2 suojatoimenpiteita.

e Luokkaan 3 kuuluvat GM-virukset, jotka voivat aiheuttaa vakavan sairauden
ihmisille tai elaimille ja jotka voivat levita vaestossa tai elaimissa, mutta kay-
tettavissa on yleensa tehokas ehkaisykeino tai hoito. Talldin suljetussa kay-
tossé noudatetaan eristystason 3 suojatoimenpiteita.

e Luokkaan 4 kuuluvat GM-virukset, jotka voivat aiheuttaa vakavan sairauden
ihmisille tai elaimille ja jotka voivat aiheuttaa vakavan vaaran levitessaan va-
estdssa tai elaimissa eika yleensé kaytossa ole tehokasta ehkéisykeinoa tai
hoitoa. Talléin suljetussa kaytdsséa noudatetaan eristystason 4 suojatoimenpi-
teita.

Kaikissa kayton luokissa on liséaksi noudatettava hyvéan laboratoriotydskentelyn peri-
aatteita. Kun kaytetaan inmisille tautia aiheuttavia tai zoonoottisia muuntogeenisia
viruksia, on tydntekijoiden turvallisuuden varmistamiseksi myés huomioitava, mita
saadetaan valtioneuvoston asetuksessa 933/2017 tydntekijdiden suojelemisesta ty6-
hon liittyvalta biologisten tekijoiden aiheuttamalta vaaralta.

2. Muuntogeenisten virusten kaytto elaintiloissa

Kun muuntogeenisia viruksia kaytetaan koe-elainyksikdn tiloissa, on eldinten kanssa
tyoskentelevalle henkilokunnalle tiedotettava kayttédn mahdollisesti liittyvista ris-
keista. Eldintenhoitajien koulutukseen on myds syyta kiinnittdéa huomiota. Koe-eléain-
keskuksen muuntogeenisia eldimia koskeva suljetun kaytdn ilmoitus ei yleensa kata
mikro-organismien kayttda. Kunkin muuntogeenisia viruksia kayttavan toiminnanhar-
joittajan on siis itse huolehdittava ilmoitusvelvollisuudestaan.
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Jos muuntogeenisia viruksia kaytetaan yndessad muuntogeenisten eléinten kanssa,
on liséksi huomioitava, mitéa sosiaali- ja terveysministerion asetuksessa 771/2014
saadetadn muuntogeenisten elainten kayttamisesta.

3. Keskeiset muuntogeeniset virukset

Taman ohjeen viruslajikohtaiset kayton luokitukset koskevat sellaisia muunnoksia,
joista on jo jossain maarin kokemusta. Tietyissa tapauksissa geenitekninen muutos
tai viruksen kayttdtapa voivat riskinarvioinnissa johtaa myds tasta ohjeesta poikkea-
vaan luokitukseen. Erityisesti on kiinnitettava huomiota tapauksiin, joissa kaytettavan
insertin ominaisuudet voivat lisata riskia. Tallaisia tapauksia ovat esimerkiksi: muutos
infektoidun solun geenien transkriptiossa, onkogeenit, toksiinigeenit, interleukiinit, sy-
tokiinit ja viruksen iséntaspesifisyyteen vaikuttavat muutokset. Viruksen aiotun kayt-
totavan (kuten sailytys, viljely soluviljelmissa, eldinten infektoiminen) erityispiirteet on
huomioitava kaytdn luokituksessa.

Kayton luokitukseen vaikuttaa olennaisesti viruksen infektiivisyys. Tassa yhteydessa
infektiivisella viruksella tarkoitetaan virusta, joka voi tunkeutua soluun, ja replikatiivi-
sella viruksella sellaista virusta, joka tuottaa solussa infektiivisia viruksia. Replikatiivi-
sena viruksena ei pideta pelkk&éa nukleiinihapon monistumista.

Viruserasta voi tarkastaa soluviljelméalla, onko siiné infektiivisia ja replikatiivisia viruk-
sia. Testausmenetelmana voi olla viruksesta riippuen infektoidun soluviljelman CPE-
(cytopathic effect) tai immunofluoresenssi tai muu soveltuva menetelma.

Liséatietoa viruksista on esimerkiksi oppikirjassa: "Mikrobiologia ja infektiosairaudet,
Kirja I, toimittaneet Huovinen, P., Meri, S., Peltola, H., Vaara, M., Vaheri, A. ja Valto-
nen, V., Duodecim.

AAV (Adeno Associated) —virukset

Yleista

Parvoviruksiin kuuluva AAV (adeno associated virus) on pieni vaipaton ssDNA-virus,
jonka ei tiedetéa aiheuttavan ihmiselle mitdan tautia. AAV voi tarttua aerosolina, fe-

kaalisoraalista reittia tai suoraan silmén sidekalvon kautta. Inmisen AAV serotyyppi 2
(AAV-2), johon useimmat kaytetyt vektorit pohjautuvat, pystyy transfektoimaan seka
jakaantumattomia etta erilaistuneita ihmisen, kadellisten, koiran, hiiren ja lintujen so-
luja. AAV-virukset ovat melko stabiileja ja saattavat sailya pitkia aikoja ymparistossa.



AAV:n replikaatio edellyttaa auttajaviruksen — yleensé adenoviruksen - lasnéoloa,
mutta replikaatio voi indusoitua mygs solun stressitilassa esimerkiksi UV-séteilytyk-
sen jalkeen. Auttajaviruksen puuttuessa AAV-provirus integroituu inmisen kromo-
somin 19 tiettyyn lokukseen. "Gutless”-tyyppiset AAV-vektorit eivat pysty integroitu-
maan kyseiseen lokukseen, vaan ne saattavat insertoitua sattumanvaraisesti aktiivi-
seen kromatiiniin. AAV-genomeilla on luontainen taipumus liittya perakkain toisiinsa
(konkatamerisoitua), mitad voidaan hyddyntaa jakamalla ekspressiokasetti kahteen
AAV-vektoriin.

Villityypin viruksen biologinen luokitus

Luokka 1 (kun kaytetddn ilman adeno- tai muuta patogeenista helper-virusta).

GM-viruksen kayton luokitus

Muuntogeeniset AAV-eréat, joissa ei ole mukana villityypin adenovirusta tai muuta po-
tentiaalisesti haitallista helper-virusta, voidaan luokitella kaytén luokkaan 1. Muunto-
geenisen AAV:n riskit riippuvat myos siirretyn geenimateriaalin ominaisuuksista,
jotka voivat korottaa kayton luokkaa. Jos helper-toimintoihin kaytetaéan villityypin
adenovirusta, kayton luokka on aina vahintaan 2. Muunlaisiin helper-systeemeihin
liittyvat riskit on arvioitava niissa kaytetyn helper-viruksen perusteella. On kuitenkin
muistettava tarkastella myds mahdollisia AAV-vektorin ja helper-viruksen yhdistel-
masta syntyvia lisariskeja. Turvallisuutta lisda, jos kaytetdan systeemeja, joissa ei
ole helper-virusta.

Tarvittavat toimenpiteet

Toiminnassa on noudatettava kayton luokitusta vastaavaa eristystasoa. AAV:t ovat
hyvin stabiileja eri pH:ssa ja lampdtiloissa ja ne kestavat varsin hyvin myds erilaisia
tavallisia kemialliseen inaktivointiin kaytettavia aineita. Niita voidaan inaktivoida esi-
merkiksi 5 % fenolilla, 1-10 % natriumhypokiloriitilla, 2 % glutaraldehydilla, kuumenta-
malla 10 min 75°C 0,1 % natriumdodekyylisulfaatissa (SDS), ja emaksisilla liuoksilla
joiden pH on yli 9.

Adenovirukset (Adenoviridae)

Yleista

Adenovirukset ovat vaipattomia dsDNA-viruksia, jotka aiheuttavat inmisesséa paaasi-
assa hengitystieinfektioita. Ne voivat tarttua aerosolina, fekaalisoraalista reittid, suo-
raan silmén sidekalvon kautta sekéa veren valityksella. Adenovirukset voivat infek-
toida seka jakautuvia ettd lepotilassa olevia soluja, kudostropismi vaihtelee serotyy-
pin mukaan. Adenovirukset integroituvat isantasolun genomiin harvoin, ja sen vuoksi



ne saavat isdntasolussa aikaan yleensa vain transientin (1-2 viikkoa kestéavéan) siirto-
geenien ekspression. Adenovirukset ovat melko stabiileja ja voivat sailya pitkia ai-
koja aerosoleissa ja vedessa.

Villityypin viruksen biologinen luokitus

Luokka 2

GM-viruksen kayton luokitus

Adenovirusvektorit, joiden taudinaiheuttamiskyvyn voidaan osoittaa olevan selvasti
alentunut villityyppiin verrattuna, on mahdollista luokitella kéyton luokkaan 1. Tama
edellyttaa, etta virus on riittavasti heikennetty ja replikaatiokyvyton infektoidussa ih-
misessa tai elaimessa. Myds reversiotapahtuman todennékdisyyden on oltava alhai-
nen. Jos muuntogeeninen virus halutaan luokitella kayton luokkaan 1, jokaisesta vi-
ruserasta on osoitettava, ettei siiné ole replikaatiokykyisia viruksia, ellei kaytetty tuo-
tantomenetelma (esim. PerC6-solulinja) poissulje tatd mahdollisuutta.

Replikaatiokykyisten adenovirusvektorien kayttd mukaan lukien CRV:t (Conditionally
Replicating Viruses) luokitellaan yleensa kaytdn luokkaan 2.

Muuntogeenisten adenovirusten riskinarvioinnissa on kiinnitettdva huomiota rekom-
binaation mahdollisuuteen, jonka seurauksena sekvensseja voisi paasta siirtymaan
sukulaisviruksiin tai GM-virus muuttuisi replikaatiokykyiseksi. Infektiivisia, replikaa-
tiokykyisia viruksia voi syntya rekombinaation tuloksena, jos komplementoivia sek-
vensseja on virusten pakkaamiseen kaytetyssa solulinjassa, infektoitavassa solulin-
jassa, helper-viruksessa tai villityyppisella viruksella infektoituneessa eldimessa.

Tarvittavat toimenpiteet

Toiminnassa on noudatettava kayton luokitusta vastaavaa eristystasoa. Aerosolien
muodostumisen ja ilmateitse tapahtuvan leviamisen estamiseen on syyta kiinnittaa
huomiota myés kaytdn luokassa 1.

Jos kaytetaan replikaatiokyvyttdmia viruksia, kaytdssa on oltava menetelma replikaa-
tiokykyisten virusten monitoroimiseksi. Sopivia menetelmia ovat muun muassa tes-
taus permissiivissa, ei-komplementoivissa solulinjoissa tai muu validoitu menetelma.

Jos muuntogeenisilla viruksilla on infektoitu koe-eléimi&, on eldinten eritteissa mah-
dollisesti olevat infektiiviset virionit tuhottava validoidulla menetelmalla.



Adenovirukset voidaan inaktivoida esimerkiksi 1 % hypokloriitilla, 2 % glutaraldehy-
dilla ja 0,25 % SDS:lla. Adenoviruksia inaktivoivat myos eraat desinfektioaineet, jotka
siséltavéat usean tehoaineen yhdistelmén, kuten oksonia, Na-dodekyylibentsee-
nisulfonaattia ja sulfaamihappoa sisaltava Virkon®. Alkoholia (etanolia) ei suositella
adenoviruksen inaktivointiin, koska se vaatii pitkahkon vaikutusajan eiké tehoa or-
gaanisen aineen lasnéa ollessa. Isopropanoli ei inaktivoi adenovirusta. Adenovirukset
saattavat sailya infektiivisina myos eetteri- tai kloroformiuutoissa.

Alfavirukset

Yleista

Alfavirukset ovat vaipallisia RNA-viruksia. Luonnossa alfavirukset tarttuvat hyttysten
valityksella inmisiin tai elaimiin. Jotkin alfavirukset voivat aiheuttaa enkefaliittia, mutta
yleisimmin laboratoriossa kaytetyt Semliki Forest -virus (SFV) ja Sindbis-virus aiheut-
tavat kuumeista ihottumaa ja niveltulehdusta. SFV ei ole varsinainen ihmispatogeeni,
mutta infektoi ihmisen soluja. Sindbis on varsin yleinen ihnmispatogeeni ja sita esiin-
tyy luonnossa myds Suomessa. Alfavirusten genomi replikoituu RNA-muodossa so-
lun sytoplasmassa, eiké voi néin ollen aiheuttaa muutoksia solun DNA:ssa. Alfavirus-
infektioihin ei ole laékitysta.

Villityypin viruksen biologinen luokitus

SFV ja Sindbis kuuluvat luokkaan 2. Virusten pitkaaikainen pasasointi eléinten her-
moston tai muissa soluissa tai eléinten aivoissa lisééa ilmeisesti neurovirulenssia
(Bradish 1971; Smithburn ja Haddow 1944), mik& saattaa nostaa luokitusta.

GM-viruksen kayton luokitus

Replikaatiokykyiset SFV- ja Sindbisvektorit luokitellaan kayton luokkaan 2. Kun kay-
tetdan replikonivektoreita, joissa ei ole mukana lainkaan viruksen rakennegeeneja,
voidaan tydskentely luokitella luokkaan 1. Jos replikonit pakataan virus-replikoni-par-
tikkeleihin (VRP) kayttamalla rakenneproteiinit sisaltdvaa auttaja-RNA:ta, on mahdol-
lista, ettéd rekombinaation kautta syntyy infektiokykyisia viruksia. Tama on huomioi-
tava kayton luokituksessa. Mikali VRP:t tuotetaan menetelmilld, joissa rekombinaa-
tion mahdollisuus on tehty hyvin pieneksi (esimerkiksi kolmen plasmidin systeemi) tai
jos luotettavasti osoitetaan (esimerkiksi CPE), ettéd VRP-eré ei sisélla infektiokykyista
virusta, voidaan VRP:iden kaytto luokitetella luokkaan 1.

Replikoivilla vektoreilla tydskennellessa on otettava huomioon kaytetyn insertin mah-
dollinen vaikutus isantasoluihin ja -organismiin ja viruksen replikaatio-ominaisuuksiin
niissa. Viruksen tuottama proteiini, kuten sytokiini tai kasvutekija, voi lisata viruksen



replikaationopeutta ja siten aiheuttaa ennalta arvaamattomia tilanteita. Koe-elaimilla
tyoskenneltaessa on tarkeaa selvittda, ovatko kaytetyt geenit toiminnallisia myds ih-
misen soluissa.

Kaytettaessa replikatiivisia SFV-viruksia tulee mielellaén kayttaa kolmen plasmidin
yhdistelmia, joilla villityypin virusten muodostumisen mahdollisuus on hyvin pieni.

Tarvittavat toimenpiteet

Toiminnassa on noudatettava kayton luokitusta vastaavaa eristystasoa. Mikéli koe-
elaimia infektoidaan replikaatiokykyisilla viruksilla, on kaytettava eristystason 2 mu-
kaisia tiloja ja toimenpiteita.

Vaikka alfavirukset eivat yleensa tartu aerosolin valityksella, tama tarttumismahdolli-
suus on kuitenkin huomioitava ja aerosolin muodostumista tygskentelyssa on valtet-
tava. Kudosten homogenoinnissa voidaan kayttaa Falcon-putkia, joiden korkkien lapi
on tehty reikd homogenisaattorin sauvalle. Sentrifugoinnissa on kaytettava suljettuja
putkia. Mikroskopointi on parempi tehda kuoppalevyilla kuin maljoilla; molemmat tei-
pataan valmiiksi jo virustilassa parafilmilla, etteivat ne avaudu. Laminaarien hepa-
suodattimet vaihdetaan séanndéllisin véliajoin.

Suomessa SFV ei levia ymparistdssa, silla virusta levittavia hyttystyyppeja ei meilla
tiettavasti ole (mahdollisesti Aedes albopictusta lukuun ottamatta). Infektioriskin
vuoksi alfavirusjatteet on kuitenkin luokituksesta riippumatta aina inaktivoitava. Nes-
tejatteet voidaan kasitellda hypokloriitilla (esim. imupullossa Klorillia 1:10 lopputilavuu-
desta valmiina) tai voimakkaan eméksisella liuoksella; pinnat ja astiat voi kasitella 70
% etanolilla, ja kuivajatteet autoklavoidaan tai poltetaan. Kertakayttdmateriaalien
kayttéa suositellaan. Jos jatteita ei inaktivoida paikan paalla, kiinteat jatteet kerataan
virustilassa erikseen infektiojatteeksi merkittyihin erityisastioihin.

Nollaveret otetaan tydntekijoistd ennen virustydskentelyn alkamista. Onnettomuuden
sattuessa otetaan verinayte heti ja kahden viikon valein, ja mitataan neutraloivat
vasta-aineet. PCR:lla voidaan analysoida, mikéa viruskanta on kyseessa. Alfavirusin-
fektioihin ei ole ladkitysta, mutta rokotteita on kehitteilla vaarallisiin (eastern, western,
Venezuelan) enkefaliitti- ja chikungunya-infektioihin. Kyseiset virukset ovat lahtékoh-
taisesti kayton luokkaa 3 ja niilla tydskenneltaessa on etukateen selvitettava mahdol-
lisuus rokottaa tydntekijat.
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Baculovirukset

Yleista

Bakulovirukset ovat niveljalkaisia infektoivia dsDNA-viruksia, joita kaytetaan biotekni-
sissa sovelluksissa mm. proteiinien tuottoon hydnteis- ja nisdkassoluissa seka hyon-
teisten torjuntaan. Bakulovirusvektoreista yleisimmin kaytetty on Autographa califor-
nica nukleopolyhedroosivirus (Ac NPV), joka infektoi ainakin 30 Lepidoptera-suvun
perhos- ja yokkdslajia seka joitakin kovakuoriaislajeja aiheuttaen niille tappavan tau-
din. Autographa-suvun lajeja esiintyy myds Suomessa. Bakulovirukset eivét ole hai-
tallisia inmisille.

Bakulovirusten sauvamaisen viruspartikkelin kapsidia peittaa isannan solumembraa-
nista peraisin oleva vaippa. Vaipan virusperainen gp64-proteiini osallistuu viruksen
kiinnittymiseen isantasoluun ja sisdanpaasyyn soluun. Infektoituneessa isantaso-
lussa syntyy kahdenlaisia viruksia. Ensin kuroutuu viruspartikkeleita, jotka infektoivat
viereisia soluja. Mybdhaisvaiheessa syntyy suuria méaria polyhedriiniproteiinia, joka
viruspartikkelien kanssa muodostaa ns. okkluusiopartikkeleita, jotka vapautuvat solu-
jen hajotessa. Polyhedriinimatriksi mahdollistaa uusien hydnteisten infektoitumisen,
silla se lisaa viruspartikkelien kestavyytta ymparistossa ja sitéa tarvitaan viruksen in-
vaasioon uusien hydnteisisantien suolistossa.

Sen lisaksi, etté bakulovirus infektoi hydnteissolulinjoja, virus transfektoi myds usei-
den nisékaslajien (mukaan lukien ihnmisen) jakaantuvia ja ei-jakaantuvia soluja. Ba-
kulovirus ei kuitenkaan replikoidu nisakéassoluissa, ja sen omat ekspressiosignaalit
toimivat vain hyonteissoluissa. Nisakassoluekspressioon tarkoitetussa bakulovirus-
vektorissa ilmennettava geenijakso insertoidaan tyypillisesti voimakkaan nisakasso-
lussa toimivan viruspromoottorin alle. Bakulovirusgenomi ei insertoidu iséantasolun
genomiin.



Villityyppisen viruksen kaytdn luokitus

Luokka 2 hyonteisille aiheutuvan riskin perusteella. Inmisille ja muille eléaimille riski
on olematon.

GM-viruksen kayton luokitus

Muuntogeeniset bakulovirukset, joilta puuttuu polyhedriini tai p10, pystyvat infektoi-
maan soluviljelmia, mutta eivéat aiheuttamaan tautia niveljalkaisissa. Kun kaytetaan
heikennettya bakulovirusta, joka ei tuota okkluusiopartikkeleita, viruksesta ei ole vaa-
raa ympariston niveljalkaisille. Kéayttd voidaan tallgin luokitella kaytén luokkaan 1.
Jos kaytetaan vahemman heikennettyja bakuloviruksia, jotka ymparistéon levites-
saan saattaisivat sailya ja infektoida iséntiaan, on tapauskohtaisesti arvioitava, kuu-
luuko kéayttd luokkaan 2.

Bakulovirusvektoreiden mahdolliset inmisen terveyteen kohdistuvat riskit liittyvéat siir-
togeenin luonteeseen. Potentiaalisesti haitallinen insertti, kuten bakteeritoksiini, on-
kogeeni tai kasvutekija saattaa nostaa kayton luokkaa. GM-bakulovirukset, joissa on
nisakassolussa toimivan promoottorin sdatelemia mahdollisesti haitallisia insertteja,
voi olla tarpeen luokitella kayton luokkaan 2.

Immuunipuolustuksen komplementti inaktivoi bakuloviruksen nopeasti, mutta virus
laukaisee nisakkaisséa synnynnéiseen immuniteettiin kuuluvia reaktioita. Siten baku-
loviruksille altistuminen voi aiheuttaa tulehdusreaktion.

Bakulovirus voidaan pseudotyypata heterologisella viruksen glykoproteiinilla, esimer-
kiksi VSVg:lla. Pseudotyyppaus lisda bakuloviruksen kykya transfektoida nisdkésso-
luja seké vahentaa viruksen herkkyytta komplementille. VSVg-pseudotyyppaus saat-
taa lisdtd myos viruksen sailyvyytta ymparistossa. Viruksen tropismia voidaan muut-
taa myos lisaamalla gp64-proteiiniin kohdesolun reseptoria sitova jakso. Tropismin
muuttuminen on otettava huomioon riskinarvioinnissa.

Tarvittavat toimenpiteet

Toiminnassa on noudatettava kayton luokitusta vastaavaa eristystasoa. Kaytetta-
essa bakuloviruksia, joiden ekspressiosignaalit toimivat vain hydnteissoluissa ja jotka
on heikennetty inaktivoimalla tai deletoimalla polyhedriini, voidaan tydskennella eris-
tystasolla 1. Tallaiset GM-virukset, joilla ei ole polyhedriinimatriksia suojanaan, ovat
villityyppista virusta herkempia kuumuudelle ja UV-valolle ja inaktivoituvat nopeasti
ymparistdssa. Niiden inaktivointiin voidaan kayttaa esimerkiksi etanolia. Tassakin ta-
pauksessa suositellaan jatteiden inaktivointia.



10

Okkluusiopartikkeli sailyy luonnossa useita viikkoja, joten polyhedriinia tuottavat ba-
kulovirukset ja niita siséltavat jatteet on inaktivoitava kayton luokkansa 2 mukaisesti.

Lentivirukset

Yleista

Lentivirukset ovat retroviruksiin kuuluvia vaipallisia RNA-viruksia, joita kaytetaan ylei-
sesti geeninsiirrossa in vitro ja in vivo. Lentiviruspohjaiset virukset infektoivat seka
jakaantuvia ettd jakaantumattomia soluja, ja niiden kuljettama siirtogeeni integroituu
genomiin, jolloin saavutetaan stabiili geeniekspressio.

Lentiviruksista eniten kaytetaan HIV-1-pohjaisia vektoreita. My6s HIV-2 ja FIV-poh-
jaisia systeemeja on kaytdssa. Niiden kohdalla kaytetaan soveltuvin osin HIV-1-poh-
jaista ohjeistusta.

Villityypin Hl-viruksen aiheuttama krooninen infektio saattaa lopulta aiheuttaa im-
muunikadon (aids) ja kuoleman, kun elimistd altistuu immuunipuolustuksen lamau-
duttua infektiotaudeille ja kasvaimille. Taudin kulkua voidaan laakityksella merkitta-
vasti hidastaa, mutta tautia ei voida parantaa eika sita vastaan ole rokotetta.

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

1. HIV-1-pohjaiset vektorisysteemit

GM-viruksen kayton luokitus

Paaasialliset riskit HIV-1-pohjaisten vektorien kaytdssé ovat replikaatiokykyisten vi-
rusten muodostuminen ja mahdolliset onkogeeniset vaikutukset, jotka johtuvat siirto-
geenin ekspressiosta tai vektorikasetin integraatiotapahtumasta. Riskeihin vaikutta-
vat kaytetyn vektorisysteemin bioturvallisuutta lisdadvat modifikaatiot ja vektoriin in-
sertoidun sekvenssin luonne. Riskinarvioinnissa tulee ottaa huomioon pseudotyyp-
pauksen aiheuttamat vaikutukset (kudostropismi, stabiilisuus) ja se, ettd muutokset
viruksen pintarakenteissa voivat vaikuttaa viruksen herkkyyteen komplementille.

Kolmannen sukupolven plasmidisysteemien (kolmen tai neljan plasmidin yhteis-
kayttd) on suositeltavaa. Useat ominaisuudet lisdavat biologista turvallisuutta kol-
mannen sukupolven lentivirussysteemissa. Vektoria ja sen pakkaamiseen tarvittavia
funktioita koodaavat sekvenssit on jaettu vahintadan kolmeen plasmidiin ilman pé&al-
lekkaisyytta. Kaytettavat pakkaussolulinjat eivat saa sisaltaa lentivirussekvenssia.
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Neljan plasmidin systeemissa siirtogeeni on plasmidissa, joka sisédltaa Tat-riippumat-
toman LTR-alueen, pakkaussekvenssin ja geeninsiirtokasetin. Yksi helper-plasmidi
koodaa kééanteiskopioija-integraasin (pol) ja rakenneproteiinien (gag) tuottoon tarvit-
tavia funktioita ja toinen helper-plasmidi koodaa niiden transkripteja stabiloivaa Rev-
proteiinia. Avustavat geenit vpr, vpu, vif ja nef on deletoitu. Erillinen plasmidi koodaa
Env-proteiinia, joka usein korvataan heterologisella vaippaproteiinilla, kuten vesiku-
laarisen stomatiittiviruksen glykoproteiinilla (VSV-g). SIN (self inactivating) -systee-
mia kayttamalla voidaan lisdksi vahentaa insertin iséntasolun geenien trans-aktivaa-
tion riskia.

Infektiiviset lentivirusvektorit kuuluvat aina vahintdan kaytén luokkaan 2 myds silloin
kun on osoitettu, ettei virusera sisalla replikaatiokykyisia viruksia. Jos vektorin kuljet-
taman geenin integroituminen genomiin saattaa aiheuttaa haitallisia vaikutuksia tai
mahdollisia vaikutuksia ei voida luotettavasti arvioida, on tarpeellista kayttaa tehos-
tettuja toimenpiteita roiskeilta, aerosoleilta ja haavoilta suojautumiseksi. Riskia lisaa-
vid geeneja ovat esimerkiksi onkogeenit, tuumorisuppressoria inaktivoivaa siRNA:ta
koodaavat geenit ja toksiinigeenit.

Lentivirusvektorilla infektoitu soluviljelmé kuuluu paasaantoisesti kayton luokkaan 2.
Virusten lasnéolo voidaan osoittaa viljelman supernatantista p24-ELISA:lla. Positiivi-
sena kontrollina voidaan kayttaa infektiopaivan supernatanttia ja negatiivisena infek-
toimattoman viljelman supernatanttia. Viljelma muuttuu negatiiviseksi usein vasta
kolmannen siirrostuksen jalkeen. Kun on luotettavasti osoitettu, ettei viljelma sisalla
infektiivisia viruksia, kayttd voidaan luokitella luokkaan 1.

Muilla kuin kolmannen ja neljannen polven plasmidisysteemeilld valmistetut vektorit
ja lentiviruksella stabiilisti transfektoidut solulinjat on aina testattava p24-testilla (anti-
geenitesti kapsidiproteiinille) replikaatiokyvyttomyyden osoittamiseksi. Tamé voidaan
tehda kolmen siirrostuksen jalkeen. Kun on luotettavasti osoitettu, ettei viljelma si-
salla replikaatiokykyisia viruksia, kayttoé voidaan luokitella luokkaan 1.

Tarvittavat toimenpiteet

Toiminnassa on noudatettava kayton luokitusta vastaavaa eristystasoa. Infektoiduilla
soluviljelmilla, joiden on osoitettu kuuluvan luokkaan 1, voidaan tyéskennella soluvil-
jelyn vaatimia suojatoimenpiteitéd noudattaen eristystasolla 1. Jatteet on kuitenkin
inaktivoitava.
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Luokkaan 2 kuuluvilla infektoiduilla soluviljelmilla ja viruksilla tydskennellaéan eristys-
tasolla 2. Koska HIV-pohjaisen viruksen joutuminen elimistdon veriteitse, limakalvon
tai rikkoutuneen ihon kautta altistaa infektiolle, on minimoitava haavojen, roiskeiden
ja aerosolien syntymisen mahdollisuus. Suojatoimenpiteet maaraytyvat toiminnan
luonteen perusteella. Teravien ja rikkoutuvien esineiden kayttéa on ensisijaisesti val-
tettava. Jos se ei ole mahdollista, tydntekijat on ohjeistettava niiden turvalliseen kéayt-
t66n ja koulutus on dokumentoitava. Viruksia ei saa kasitella avonaisissa astioissa
laminaarikaapin ulkopuolella. Suun, nenan ja silmien suojaamiseen roiskeilta ja aero-
soleilta on tarvittaessa kaytettava henkilokohtaisia suojaimia. Tydskenneltdesséa on
kéaytettava suojakasineita. Luokkaan 2 kuuluvilla HIV-konstrukteilla ei pida tyésken-
nella, kun kasien iho on selvasti vaurioitunut (esimerkiksi haavat ja ihottuma).

Kun lentiviruksella infektoitu soluviljelmé on inaktivoitu siten, ettei se sisalla infektiivi-
sia viruksia (esim. fiksaus), voidaan tydskennella eristystasolla 1.

Tiloissa on oltava kulunvalvonta, tai tilan kayttajat ja kayttdajat on kirjattava. Kirjatta-
vaksi suositellaan eksperimentissa kaytetyt organismit ja virusten tiitterit. Infektoita-
essa elaimia lentivirusvektoreilla on noudatettava eristystason 2 toimenpiteité tutkijan
altistumisriskin minimoimiseksi. Lentivirus ei replikoidu jyrsijdissa, joten niiden yll&-
pito voidaan siirtdé eristystason 1 tiloihin muutaman paivan kuluttua infektoinnista,
kunhan infektoimiskohta puhdistetaan huolellisesti ja eldimet siirretddn puhtaisiin
hakkeihin. HI-viruksen replikoituminen on mahdollista elaimissa, joihin on siirretty ih-
miskudosta tai muuta HI-virukselle permissiivistd kudosta. Infektoitaessa tallaisia
elaimia lentivirusvektorilla on tydskenneltava vahintaan eristystasolla 2.

Vaipallisina viruksina lentivirukset inaktivoituvat helposti yleisilla desinfektioaineilla
(esimerkiksi 70 % etanoli pintojen ja késien desinfektiossa), ja ne ovat suhteellisen
herkkiéa kuivumiselle. Virus voi kuitenkin séilya useita paivia esimerkiksi kasvatusme-
diumissa tai muussa proteiinipitoisessa materiaalissa, erityisesti kylmahuoneessa.
Viruksen pseudotyyppauksella saattaa olla virusta stabiloiva vaikutus, joka on otet-
tava huomioon arvioitaessa mahdollisia altistumistapoja esimerkiksi virusta siséltavia
naytteita kasiteltdessa, mukaan lukien infektoiduista elaimista otetut naytteet.

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

GM-viruksen kayton luokitus

Muuntogeeninen HIV ja SIV ovat kayton luokkaa 3, ellei ole osoitusta siita, ettéa nii-
den infektio- tai taudinaiheuttamiskyky on selvasti alentunut.
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Tarvittavat toimenpiteet

Infektiivisilla HI- ja Sl-viruksilla tydskennelldén aina eristystasolla 3. Jos lentiviruksen
perim&an liitetyn geenin integroituminen solun genomiin saattaa aiheuttaa haitallisia
vaikutuksia tai mahdollisia vaikutuksia ei voida luotettavasti arvioida, on harkittava,
onko liséksi tarpeellista kayttaa tehostettuja riskinhallintatoimenpiteita roiskeilta, ae-
rosoleilta ja haavoilta suojautumiseksi.

Kun kaytossa on replikaatiokykyista virusta siséltavaa materiaalia, on varauduttava
siinen, etta onnettomuustapauksissa estolaakitys voidaan tarvittaessa aloittaa mah-
dollisimman nopeasti. Ajoissa aloitetun estolaakityksen tiedetaan vahentavan HIV-

infektion todennakoisyytta.

Vaipallisina viruksina lentivirukset inaktivoituvat helposti yleisilla desinfektioaineilla
(esim. 70 % etanoli pintojen ja kasien desinfektiossa), ja ne ovat suhteellisen herkkia
kuivumiselle. Virus voi kuitenkin sailya useita paivia esimerkiksi kasvatusmediumissa
tai muussa proteiinipitoisessa materiaalissa, erityisesti kylmdhuoneessa. Viruksen
pseudotyyppauksella saattaa olla virusta stabiloiva vaikutus, joka on otettava huomi-
oon arvioitaessa mahdollisia altistumistapoja esimerkiksi virusta sisaltavia naytteita
késiteltdessa, mukaan lukien infektoiduista eléimista otetut naytteet.

3. FIV-pohjaiset vektorisysteemit (Feline Immunodeficiency Virus)

Villityypin viruksen biologinen luokitus

Elaimiin kohdistuvien riskien osalta luokka 3. Inmiseen kohdistuvat terveysriskit ovat
vahaisia tai olemattomia.

GM-viruksen kayton luokitus

GM-FIV-vektorien luokituksessa on elaintautiriskin liséksi otettava huomioon, mita
yll& on mainittu lentivirusvektorien pseudotyyppauksesta ja inserttien vaikutuksesta
luokitukseen.

Tarvittavat toimenpiteet

Toiminnassa on noudatettava kayton luokitusta vastaavaa eristystasoa. Ihmissoluja
infektoivien pseudotyypattujen FIV-vektorien osalta noudatetaan samanlaisia turva-
toimia kuin kaytettaessa HIV-pohjaisia vektoreita. FIV-vektorit on tuotettava kolmen
plasmidin yhteistransfektiolla. Myds FIV-vektoreilla lisdantymiskykyisen viruksen
puuttuminen on osoitettava valmiista viruspreparaatista.
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TyOskenneltdessa FIV-vektoreilla, jotka kykenevat infektoimaan kissaeléaimia ja repli-
koitumaan niissa, riskinarvioinnissa on kiinnitettava erityistda huomiota mahdollisuu-
teen, etta virus paasee kosketuksiin isantdelaimen kanssa ja tata kautta levittamaan
GM-virusta. Jos riskinarvioinnissa tunnistetaan tallainen vaaratilanne, riskinhallinta-
toimet (tyoskentelytavat, jatteiden inaktivointi) on toteutettava siten, ettei elaintautiris-
kia paase syntymaan.

Papilloomavirukset (Papillomaviridae)

Yleista

Papilloomavirukset ovat vaipattomia dsDNA-viruksia, jotka infektoivat vain ihon tai
limakalvojen epiteelisoluja. Ne aiheuttavat ihmisessa mm. ihosyylia, kurkunpaan pa-
pilloomia seka sukuelinten visvasyylid. Papilloomavirukset ovat osallisena my6s
useiden kasvainten ja sydpien kuten kohdunkaulan sydévan synnyssa. Ihmisen papil-
loomavirusten ei tiedeta infektoivan muita elainlajeja.

Papilloomavirukset voivat integroitua is&ntasolun genomiin erityisesti vakavissa epi-
teelimuutoksissa ja sybvissa. Papilloomavirus vaatii replikoituakseen pitkalle erilais-
tuneen epiteelisolun, joita ei voida kasvattaa soluviljelmissd. Tavanomainen kokeelli-
nen infektio papilloomaviruksilla ei ole mahdollinen. Kolmiulotteisissa soluviljelymal-
leissa voidaan tuottaa kohtalaisia maaria papilloomavirusta. Useat yleisesti kaytossa
olevat jatkosolulinjat (esim. HeLa, CaSki, SiHa) ovat peréisin papilloomaviruksen ai-
heuttamista syQvista ja ne sisaltavat papilloomaviruksen genomin osia. Virus ei kui-
tenkaan voi replikoitua naissa solulinjoissa, eika niista voi syntya infektiivisia virus-
partikkeleita.

Villityypin viruksen biologinen luokitus
Luokka 2

Gm-viruksen kayton luokitus
Lahtokohtaisesti luokka 2.

Tarvittavat toimenpiteet

Toiminnassa on noudatettava kayton luokitusta vastaavaa eristystasoa.

Muuntogeenisten papilloomavirusten replikaatio-ominaisuudet ovat verrattavissa villi-
tyypin papilloomaviruksiin. Papilloomavirukset ovat immunokompetenteilla henkilGilla
hyvin kudosspesifisia, ja iholla ja limakalvoilla esiintyy eri virustyyppeja. Terveysris-
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keja ei voida kuitenkaan taysin sulkea pois tilanteissa, joissa virusta joutuisi tydnteki-
jan elimistoon esimerkiksi haavan kautta. Papilloomaviruspartikkeleilla ei siis pida
tydskennelld, jos iho on rikkoutunut. Tyoskentelyssa on huolehdittava asianmukai-
sesta suojavaatetuksesta ja valtettava mahdollisuuksien mukaan terévien esineiden
kayttoa.

Parvovirukset

Yleista

Parvovirukset ovat pienia vaipattomia ssDNA-viruksia. Parvoviridae-heimon alaryh-
maan Parvovirinae kuuluu kymmenen sukua. Erythroparvovirus-suvun parvorokkovi-
rus (B19) on autonomisista parvoviruksista ainoa tunnettu inmispatogeeni. Parvo-
virusten joukossa on tarkeita eléinten (kuten nautakarjan, sian, koiran, kissan, minkin
ja laboratoriojyrsijdiden) patogeeneja. Parvovirusten isantahakuisuuteen ja kudostro-
pismiin voi vaikuttaa muutaman aminohapon muutos kapsidiproteiinissa. Esimerkiksi
1970-luvulla ilmaantunut Parvovirus-sukuun kuuluva koiran parvovirus (CPV) on il-
meisesti muuntunut kissan tai minkin parvoviruksesta.

Ihmisen parvorokkovirus voi aiheuttaa erilaisia sairauksia, kuten parvorokon, niveloi-
reita tai hematologisia komplikaatioita. Raskaudenaikainen parvorokkovirusinfektio
voi aiheuttaa sikion kuoleman.

Parvovirusten yksinkertainen kapsidirakenne on erittain resistentti paitsi lipidiliuotti-
mille myds pH:lle 3-9 ja lammadlle.

Villityypin viruksen biologinen luokitus

Ihmisen parvovirus (B19) luokka 2. Myds eléinten parvovirukset ovat paaosin luok-
kaa 2 kohdelajeilleen aiheuttamansa tautiriskin vuoksi.

GM-viruksen kayton luokitus

Muuntogeeniset parvovirukset luokitellaan lahtokohtaisesti kaytdn luokkaan 2. Ris-
kinarvioinnissa on kiinnitettdva huomiota mahdolliseen iséntakirjon tai kudostropis-
min muuttumiseen.

Tarvittavat toimenpiteet

Toiminnassa on noudatettava kayton luokitusta vastaavaa eristystasoa. Parvovirus-
tydskentelyssa on véltettava aerosolien muodostumista. Raskaana olevien naisten ei
pida tydskennelld B19-lajin kanssa.
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CPV-virukselle parhaiten sopivia inaktivointiaineita ovat halogeeniyhdisteet, aldehy-
dit ja natriumhydroksidi. Suuret proteiinipitoisuudet heikentavat natriumhypokloriitin
ja formaldehydin tehoa. Yli 100 °C:n lampétila inaktivoi CPV:n nopeasti.

Retrovirukset (muut kuin lentivirukset)

Yleista

Retrovirukset ovat vaipallisia viruksia, joiden genomi koostuu kahdesta positii-
visaikeisestd RNA-molekyylista. Viruksen kaanteiskopioijaentsyymi saa infektoidun
isantasolun valmistamaan viruksen RNA-koodin mukaista DNA:ta. Syntyva DNA-pro-
virus kiinnittyy isdntésolun perimaan, jossa se toimii templaattina virus-mRNA:lle. Vi-
rusgenomeja reunustavat pitkat toistoalueet (LTR) sisaltavat viruksen ekspressiota
saatelevat promoottori- ja tehostajajaksot (U3). Kaikki retrovirukset sisaltavat raken-
neproteiineja koodaavan gag-geeniklusterin, kédanteistranskriptaasia ja integraasia
koodaavan pol-alueen ja vaipan glykoproteiineja koodaavan env-alueen, minka li-
séaksi joillakin retrovirusryhmilla on replikaatiota tehostavia ja muokkaavia proteiineja
koodaavia geenijaksoja, jotka voivat vaikuttaa patogeenisuuteen.

Useat retrovirukset ovat onkogeenisia joko siksi, etta ne voivat aiheuttaa insertiomu-
tageneesia tai koska isantasolun genomin DNA:ta on integroitunut viruksen RNA-ge-
nomiin. Viimemainittu tapahtuma johtaa yleensé defektiiviseen mutta akuutisti trans-
fektiokykyiseen kantaan, joka tarvitsee replikaatioonsa helper-virusta. Retrovirukset
leviavat yleensa altistuttaessa ruumiinnesteille tai neulanpiston valityksella. Useim-
mat naista viruksista ovat voimakkaasti immunogeenisia, mutta isdnnan immuniteetti
yleensa paremminkin suppressoi replikaatiota kuin puhdistaa infektion kokonaan.

Yleisimmaét retrovirukset laboratoriokéytdssa ovat hiiren (MoMLV), lintujen (ALV) ja
kissan (FeLV) retrovirukset seka lentivirukset (joista on oma osionsa tassa oh-
jeessa).

Villityypin viruksen biologinen luokitus

Muut kuin kadellisten retrovirukset eivét yleensé ole patogeenisia inmiselle, joten
tésséa suhteessa niiden kayton luokka on lahtdkohtaisesti 1. Toisaalta on viitteita
siitd, etta hiiren xenotropic murine leukemia virus-related virus (XMRV) saattaisi liit-
tya seka ihmisen syopiin etta krooniseen vasymysoireyhtymaan. Jos retrovirus voi
aiheuttaa elaintauteja, sen riskiluokitus voi kuitenkin olla korkeampi (esim. naudan
leukemiavirus BLV luokka 2, hevosen infektiivinen anemiavirus EIAV luokka 3).
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GM-viruksen kayton luokitus

Paaasialliset riskit retroviruspohjaisten vektorien kaytossa ovat replikaatiokykyisten
virusten muodostuminen ja mahdolliset onkogeeniset vaikutukset, jotka johtuvat siir-
togeenin ekspressiosta tai vektorikasetin integraatiotapahtumasta. Riskeihin vaikut-
tavat kaytetyn vektorisysteemin bioturvallisuutta lisdavat modifikaatiot ja vektoriin in-
sertoidun sekvenssin luonne.

Riskinarvioinnissa tulee ottaa huomioon pseudotyyppauksen aiheuttamat vaikutukset
(kudostropismi, stabiilisuus) ja se, ettd muutokset viruksen pintarakenteissa voivat
vaikuttaa viruksen herkkyyteen komplementille. Inmiseen kohdistuvien terveysriskien
lisaksi tulee tarkastella eléintautiriskia, jos GM-virus paasisi leviaméaan suljetun kay-
ton tilojen ulkopuolelle.

Kolmen plasmidin yhteiskayttd on suositeltavaa kaytettaessa onkogeenisia retrovi-
rusvektoreita kuten ALV ja MOMLV. Kolmen plasmidin systeemissa erillinen plasmidi
koodaa Env-proteiinia, joka vaikuttaa viruksen isantaspesifisyyteen. Alun perin eko-
trooppisten, pelkéstaan jyrsijoita infektoivien retrovirusvektoreiden isantéakirjoa voi-
daan laajentaa korvaamalla Env-proteiini heterologisella vaippaproteiinilla. Esim. kun
pseudotyyppauksessa kaytetaan vesikulaarisen stomatiittiviruksen glykoproteiinia
(VSVQg), syntyy amfotrooppisia viruksia, jotka infektoivat inmiset mukaan lukien
useita nisdkaslajeja. Ksenotroopiset virukset infektoivat mm. ihmisen soluja, mutta
eivat infektoi jyrsijoiden soluja. SIN (self inactivating) -systeemia kayttamalla voidaan
vahentaa insertin iséntésolun geenien trans-aktivaation riskia. GM-retrovirusten val-
mistuksessa tulee kayttaa pakkaussolulinjoja, jotka on kehitetty siten, etta replikaa-
tiokykyisen viruksen syntyminen rekombinaatiotapahtuman valityksella on l&hes
mahdotonta.

Replikaatiokyvysta riippumatta retrovirukset, jotka voivat infektoida ihmissoluja, kuu-

luvat aina vahintaan kayton luokkaan 2. Siirretyn insertin ominaisuudet voivat nostaa
luokitusta. Riskia lisdavia geeneja ovat esim. onkogeenit, tuumorisuppressoria inakti-
voivaa siRNA:ta koodaavat geenit ja toksiinigeenit.

Replikaatiokyvyttomilla ekotrooppisilla retrovirusvektoreilla (poislukien kadellisten ret-
roviruksiin pohjautuvat vektorit) tydskentely kuuluu paasaantdisesti kayton luokkaan
1, ellei siirretty insertti tai elaintautiriski nosta kayton luokitusta. Jollei ekotrooppisten
retrovirusten replikaatiokyvyttémyytta ole osoitettu, niiden kayttd luokitellaan eléin-
tautiriskin mukaiseen kayton luokkaan, ellei insertti vaikuta kayton luokitukseen.
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Tarvittavat toimenpiteet

Toiminnassa on noudatettava kayton luokitusta vastaavaa eristystasoa.

Kaytettaessa amfo- tai ksenotrooppisia retroviruksia, jotka voivat infektoida ihmisso-
luja, jokainen rekombinanttivirusera on testattava sita varten kehitettyjen erityisten
solulinjojen tai muun luotettavan testisysteemin avulla replikaatiokykyisten virusten
poissulkemiseksi. Positiivisena kontrollina voidaan kayttaa infektiopaivan superna-
tanttia, ja negatiivisena infektoimattoman viljelman supernatanttia. Viljelma muuttuu
negatiiviseksi usein vasta kolmannen siirrostuksen jalkeen.

Jos retroviruksen kuljettaman geenin integroituminen genomiin saattaa aiheuttaa
haitallisia vaikutuksia tai mahdollisia vaikutuksia ei voida luotettavasti arvioida, on
tarpeellista kayttaad tehostettuja toimenpiteita roiskeilta, aerosoleilta ja haavoilta suo-
jautumiseksi. Tydskentelyssa on noudatettava eristystason 2 vaatimuksia ja tarvitta-
essa on lisattava suojatoimenpiteitd, jotka maaraytyvat toiminnan luonteen perus-
teella. Tydskenneltdessa amfo- tai ksenotrooppisilla retroviruksilla on teravien ja rik-
koutuvien esineiden kayttda ensisijaisesti véltettava. Jos se ei ole mahdollista, tydn-
tekijat on ohjeistettava niiden turvalliseen kayttéon ja koulutus on dokumentoitava.
Viruksia ei saa kasitella avonaisissa astioissa laminaarikaapin ulkopuolella. Suun,
nenan ja silmien suojaamiseen roiskeilta ja aerosoleilta on tarvittaessa kaytettava
henkilokohtaisia suojaimia, ja tydskentelyssa on kaytettava suojakasineita. Tiloissa
on oltava kulunvalvonta, tai tilan kayttajat ja kayttoajat on kirjattava. Kirjattavaksi
suositellaan eksperimentissa kaytetyt organismit ja virusten tiitterit.

Kun valmiista ekotrooppisesta viruserasta on testattu, ettei se sisélla replikaatioky-
kyisia viruksia, kayton katsotaan tayttavan suljetun kayton luokan 1 edellytykset. Tal-
I6inkin on jatteet kuitenkin inaktivoitava.

Kun on osoitettu, ettei eko- tai amfotrooppisilla retroviruksilla infektoiduissa solulin-
joissa synny replikaatiokyskyisia viruksia, niilla voidaan tydskennella soluviljelyn vaa-
timia suojatoimenpiteitd noudattaen eristystasolla 1. Talldinkin on jatteet kuitenkin
inaktivoitava.

Kun infektoidut solulinjat lyysataan tai fiksataan, niilla voidaan tydskennella eristysta-
solla 1 riippumatta siita, millaisia infektioon kaytetyt retrovirukset ovat isan-
taspesifisyytensa tai replikaatiokykynsa suhteen.
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Infektoitaessa elédimia sellaisilla amfo- tai ksenotrooppisilla retrovirusvektoreilla, jotka
voivat infektoida myds ihmissoluja, on noudatettava eristystason 2 toimenpiteitd hen-
kilokunnan altistumisriskin minimoimiseksi. Jos kaytettava retrovirus ei voi replikoitua
koe-elaimessa, elain voidaan siirtéda eristystason 1 tiloihin muutaman péivan kuluttua
infektoinnista, kunhan infektoimiskohta puhdistetaan huolellisesti ja eldaimet siirretdan
puhtaisiin hakkeihin. Koska koe-eléinten eritteista ei I6ydy infektiivisia rekombinantti-
viruksia, niita ei tarvitse tarkastaa.

Infektoitaessa elédimia ekotrooppisilla replikaatiokykyisilla retroviruksilla (poislukien
kédellisten retrovirukset) noudatetaan eléintautiriskin mukaista eristystasoa. Jos voi-
daan luotettavasti osoittaa, ettei ekotrooppisilla retroviruksilla infektoiduissa eléi-
missé synny replikaatiokykyisia viruksia, niilla voidaan tydskennella eristystasolla 1.

Retrovirukset ovat herkkia kuivumiselle ja inaktivoituvat nopeasti isantasolun ulko-
puolella, mutta ne voivat toisaalta sailya pitkia aikoja proteiinipitoisessa materiaa-
lissa, kuten kasvatusmediumissa. Vaipallisina viruksina ne inaktivoituvat helposti
yleisilla desinfektioaineilla (esim. 70 % etanoli pintojen ja kasien desinfektiossa). Vi-
ruksen pseudotyyppauksella saattaa olla virusta stabiloiva vaikutus, mika on otettava
huomioon arvioitaessa mahdollisia altistumistapoja esimerkiksi virusta sisaltavia
naytteita kasiteltaessd, mukaan lukien infektoiduista elaimista otetut naytteet.

Vacciniavirukset

Yleista

Vaccinia-virus (VACV tai VV) on poxviruksiin kuuluva vaipallinen dsDNA-virus, joka
on sukua lehma- ja isorokkoviruksille. Muista DNA-viruksista poiketen pox-virukset
eivat replikoidu is&ntasolun tumassa vaan sen sytoplasmassa. Tama edellyttéa
suurta genomia, joka koodaa replikaatioon ja transkriptioon tarvittavia eri entsyy-
meja. Replikaatiosyklin aikana VV tuottaa neljaa eri infektiivistd muotoa, joilla on eri-
lainen ulkomembraani. Infektiivisten muotojen runsaudessa on eroja ja niilla on ilmei-
sesti hieman eri tehtavat viruksen leviamisessa isannasta toiseen, solujen valilla ja
isdntaorganismissa. Vaccinian genomi koodaa mygs useita proteiineja, jotka suojaa-
vat virusta interferoneilta.

Vaccinia-infektio on lieva ja terveissa inmisisséa yleensa oireeton, joskin lievaa ihottu-
maa ja kuumetta voi esiintyd. Vaccinia-viruksen aiheuttama immuunireaktio suojaa
isorokolta (Variola), joten Vacciniaa on kaytetty isorokkorokotteena. Elavat Vaccinia-
rokotteet ovat aiheuttaneet komplikaatioita immuunipuutteisille, ja kuolleisuudesta on
vaihtelevia tietoja (1/103-106). Isorokon havittya isorokkorokotuksista on luovuttu
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muille kuin riskiryhmille (terveydenhuolto- ja tutkimushenkildkunta, joilla on riski jou-
tua tekemisiin Vaccinia-viruksen kanssa). Turvallisempia rokotteita on kehitteilla,
koska uhka viruksen kaytdsta bioterrorismiin on kuitenkin olemassa.

Rokotekayton lisaksi Vaccinia-virusta kaytetdan geenisiirtovektorina elain- ja inmis-
kudoksiin seké geeniterapiassa. Parhaiten karakterisoituja kantoja ovat Western Re-
serve, Copenhagen, Dryvax (I. "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 kayton luokitus

Muuntogeeniset vacciniavirukset, jotka ovat villityypin vacciniaviruksen johdannaisia
(esim. WR, NYCBOH, Copenhagen, Lister), voidaan luokitella kayton luokkaan 2.

Erityisen heikennetyt (“highly attenuated”) vacciniaviruskannat (esim. MVA, NYVAC),
jotka eivat kykene replikoitumaan tai replikoituvat huonosti nisékassoluissa eivatka
kykene aiheuttamaan etenevaa infektiota, voidaan luokitella kaytdon luokkaan 1.

Tarvittavat toimenpiteet

Toiminnassa on noudatettava kayton luokitusta vastaavaa eristystasoa. Myos luok-
kaan 1 kuuluvat GM-virusjatteet on inaktivoitava todennetulla tavalla.

Infektiivisen viruksen paasy ruoansulatuskanavaan, rikkindiselle iholle tai pisaroiden
ja aerosolien valityksella limakalvoille on estettava (erityisesti silméat huomioitava).
Niin ikaan on huolehdittava, ettei virusta paase elimistoon neulanpistojen valityksella.
Virus voi levita myos Vaccinialla infektoitujen elainten ja ihmisten rokotuskohdista ja
rokotettujen eritteistd, hengitysteiden eritteista ja kudoksista, ja siirtya kosketustar-
tuntana rokotuskohdasta. Jotkut poxvirukset ovat kuivattuinakin stabiileja ja voivat le-
vitad esineiden valityksella. Nama leviamisreitit on eliminoitava. Heikentamattomalla
viruksella on tydskenneltava laminaarikaapissa, ja tyontekijdiden silmien suojauk-
sesta on huolehdittava.

Immuunipuutteisten henkildiden tai henkildiden, joilla on ihovaurioita tai vaikea ihot-
tuma, ei pida tydskennella viruksella.
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