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Virusi so mikroskopsko majhni infektivni delci velikosti od 20 do 300 nm.
Uporabljamo jih kot vektorje pri genski terapiji, pripravi cepiv ali kot alternativo
antibiotikom. Kontrola bioloskih procesov skoraj vedno vkljucuje bioloske tehnike, ki
imajo vecjo variabilnost kot fizikalno-kemijske spremenljivke, so delovno intenzivne
in lahko trajajo ve¢ dni. V diplomskem delu smo z metodo sledenja nanodelcem
(NTA) sledili velikosti in koncentraciji virusnih delcev. V procesu optimizacije
metode smo najprej uporabljali referencne lateksne delce, ki so bili veliki 120 nm.
Njihova koncentracija je znasala 1,05 x 10 delcev/ml. Zastavili smo si tri kriterije,
ki smo jih upostevali pri dolo€anju velikosti ter konéne koncentracije virusnih delcev.
Prvi kriterij je bil, da je Stevilo delcev v prvem okvirju v razponu med 20 in 60. Drugi
je bil ve¢ kot 200 zakljuéenih poti delcev in tretji, interval sprejemljivih rezultatov je
bil med 0,8 in 1,2. Na podlagi rezultatov smo pokazali, da je metoda NTA primerna za
sledenje adenovirusov, virusov influence in bakteriofagov. Metoda NTA ni primerna
za detekcijo virusov v pitni vodi, ¢e je koncentracija virusnih delcev manjsa od 3,8 x
10° delcev/ml.



Ciringer M. Ugotavljanje koncentracije in velikosti virusnih delcev z metodo sledenja nanodelcem (NTA). Il
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2012

KEY WORDS DOCUMENTATION

DN Dn

DC UDC 578.083.2 : 602.44 : 620.3(043) = 163.6

CX viruses/adenoviruses/influenza viruse/bacteriophages/ nanoparticles/virus
detection/EPD assay/plaque assay/hemagglutination/NTA/Brownian
motion/virus concentration/virus size distribution/downstream processes

AU CIRINGER, Mateja

AA RASPOR, Peter (supervisor)/PETERKA, Matjaz (co-advisor)/ SMOLE
MOZINA, Sonja (reviewer)

PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Department of Food Science and
Technology

PY 2012

TI DETERMINATION OF VIRUS PARTICLE SIZE DISTRIBUTION AND
CONCENTRATION WITH NANOPARTICLE TRACKING ANALYSIS
(NTA) METHOD

DT Graduation Thesis (University studies)

NO X, 52 p., 11 tab., 9 fig., 1 ann., 112 ref.

LA Sl

AL sl/en

AB Viruses are microscopic infectious agents with diameter ranging from 20 to
300 nm. They are currently used as vectors in gene therapy for transferring
genetic material, in the preparation of vaccines and also as an alternative
antimicrobials. Biologically controlled products always involve biological
techniques that are more variable then physico-chemical techniques. They are
also time consuming and labour intensive. Therefore, in our diploma thesis the
nanoparticle tracking analysis method was used to monitor size and
concentration of different viral particles. For the method optimization reference
latex particles of 120 nm and concentration of 1,05 x 10*? particles/ml were
employed. For the calculation of the final concentration and size of the virus
particles three criteria were considered. First criteria was the number of
particles in the first frame, which should be between 20 — 60, second criteria
was more than 200 completed paths per particle and third criteria was that all
the compared results must be distributed between 0,8 and 1,2. We found NTA
method to be suitable for tracking adenoviruses, influenza viruses and
bacteriophages, however, not useful for tracking viruses in bottled water due to
method’s concentration limit of detection, 3,8 x 108 virus particles/ml.
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1 UvOD

Virusi so mikroskopsko majhni infektivni delci velikosti od 20 do 300 nm, ki nimajo sistemov
za sintezo lastnih sestavin in za razmnozevanje potrebujejo gostiteljsko celico. Viruse
uporabljamo kot vektorje pri prenosu genskega materiala v genski terapiji, pri pripravi cepiv
in kot alternativo antibiotikom.

Preden lahko virusne delce namensko uporabimo, jih je potrebno namnoziti, o€istiti in
ovrednotiti. Ovrednotimo jih z razli¢nimi metodami, s katerimi ugotavljamo Stevilo virusnih
delcev in njihove lastnosti. Slabosti metod in bioprocesov so odstopanja med rezultati, torej
neponovljivost. Zato je analitika virusnih delcev in izbira metod klju¢nega pomena. Tako se
izognemo povisanju stroskov med proizvodnjo in ¢is¢enjem virusnih delcev.

V diplomskem delu smo se osredotoc¢ili na metodo NTA, ki je primerna za ugotavljanje
koncentracije in velikosti celokupnih virusnih delcev med pripravljalnimi in zakljuénimi
procesi. Prav tako je primerna za ugotavljanje velikosti virusnih agregatov. Koncentracijo in
velikost virusnih delcev smo ugotavljali na podlagi Brownovega gibanja nanodelcev in
merjenja spremenljivk, kot sta difuzijski koeficient in hidrodinamski premer iz Stokes-
Einsteinove enacbe.

1.1  NAMEN RAZISKAVE

V diplomskem delu smo ovrednotili nespecificno metodo za sledenje koncentracije in
velikosti virusnih delcev z instrumentom NanoSight®. Osredotocili smo se na tri skupine
virusnih delcev in sicer adenoviruse, viruse influence in bakteriofage.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Postavili smo naslednje hipoteze:

e Metoda NTA z instrumentom NanoSight® omogo¢a ugotavljanje koncentracije in
velikost razli¢nih virusnih delcev ter stanj agregiranosti le-teh.

Metoda je primerna za analizo neznanih vzorcev, ki vsebujejo virusne delce.
Metoda je primerna za analizo laboratorijskih in heterogenih okoljskih vzorcev.
Metoda je primerna za analizo prisotnosti virusov v pitni vodi.

Metoda je ponovljiva in robustna.

Z metodo NTA lahko uspesno sledimo in nadziramo procese ciS¢enja virusov.
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2 PREGLED OBJAV

Virusi so mikroskopsko majhni infektivni delci velikosti od 20 do 300 nm, ki nimajo sistemov
za sintezo lastnih sestavin Lahko jih uporabljamo kot virusha cepiva, na podro¢jih genske
terapije ali kot protimikrobna sredstva (Koren, 2002). Pri uporabi v te namene je viruse
potrebno namnoziti in nato o¢istiti z razli¢énimi metodami, ki jih tezko primerjamo med seboj,
kljub temu, da analiziramo iste virusne delce (Lusky, 2005). Nekatere metode so primerne za
ugotavljanje celokupnega Stevila virusnih delcev, nekatere pa za ugotavljanje Stevila
infektivnih virusnih delcev (Aucoin in sod., 2008).

21 VIRUSI

Vsi virusi so sestavljeni iz nukleinske kisline ter proteinskega plas¢a oz. kapside. Nukleinski
kislini sta DNK ali RNK, ki sta lahko enovija¢ni, dvovija¢ni, linearni, krozni ali segmentirani.
Nekateri virusi so obdani z lipidno membrano, ki izhaja iz membrane gostiteljske celice in ob
lipidih lahko vsebuje tudi gliko- in lipoproteine. Po obliki so lahko pali¢asti, poliedri¢ni,
spiralno zaviti ali kompleksno zgrajeni iz ve¢ delov (Debyser, 2003).

2.2  UPORABA VIRUSNIH DELCEV

Viruse uporabljamo kot cepiva, protimikrobna sredsta, za fagni prikaz in na podroc¢ju genske
terapije.

2.2.1 Cepiva

Viruse so najprej uporabljali kot cepiva, ki jih po nacinu izdelave v grobem delimo na Ziva in
mrtva (inaktivirana) cepiva. Ziva cepiva sestavljajo oslabljeni, nevirulentni virusni mutanti, ki
se po vnosu v telo razmnozujejo in spodbujajo odziv imunskega sistema, pri tem pa ne
povzrocajo bolezenskih znakov. Najbolj razsirjena so cepiva iz virusnih mutantov, oslabljenih
z veckratnim zaporednim presajanjem v celi¢nih kulturah. V zadnjem Casu se za oslabitev
virusov uporablja tudi tehnologija rekombinante DNA (Koren, 2002).

Mrtva cepiva pridobivamo tako, da virulentne viruse obdelujejo s kemi¢nimi sredstvi, Ki
povzrocijo, da virusi izgubijo sposobnost okuzevanja celic, ostanejo pa imunogeni. V uporabi
so tudi cepiva iz beljakovin virusne ovojnice in kapside, ki so dovolj imunogene, da sproZijo
odziv imunskega sistema. Poznamo ocis¢ena, sinteticna in rekombinantna beljakovinska
cepiva (Koren, 2002).

2.2.2 Genska terapija

Osnova genske terapije je vnos novega ali popravljenega gena v taréno celico s pomocjo
vektorjev, med katere sodijo tudi virusi. Z vnosom genov v celico dosezemo ekspresijo novih
funkcionalnih proteinov ali slabo izrazenih proteinov, lahko pa popolnoma nadomestimo
manjkajoci protein (Cull in sod., 1992; Pfeifer in Verma, 2001).
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Virusi, ki so primerni za gensko terapijo, morajo uspe$no prenesti vstavljeno genetsko

informacijo do taréne celice brez pomnozevanja lastnega genetskega materiala, kar dosezemo
s tehnologijo rekombinantne DNK (Berkowitz in Philo, 2007).

2.2.3 Protimikrobna sredstva

Bakteriofagi so bakterijski virusi, ki specificno napadajo le eno bakterijsko vrsto. Njihov
protimikrobni potencial so prepoznali Ze na zacetku 20. stoletja in z njimi ozdravili stevilna
mikrobna obolenja. Lahko jih uporabljamo za preprecevanje infekcij, ki so bakterijskega
izvora, pri ¢loveku, zivalih in rastlinah (Clark in March, 2006; Hermoso in sod., 2007).
Kljub temu pa bakteriofagi verjetho ne bodo nikoli zamenjali antibiotikov. Napredki na
podro¢ju biotehnologije, mikrobiologije in infektologije omogocajo njihovo uporabo
predvsem kot dopolnilo dosedanjim metodam zdravljenja (Clark in March, 2006; Bratkovi€ in
Prezelj, 2008).

2.2.4 Fagni prikaz

Pri metodi fagnega prikaza se heterologni peptid ali protein izrazi na povrsini faga (Willats,
2002). Na podro¢ju imunologije metodo fagnega prikaza uporabljamo za identifikacijo
epitopov na antigenih za razvoj novih cepiv. Vec raziskav je pokazalo, da imunizacija z
rekombinantnimi fagi izzove dober imunski odziv s sintezo protiteles (Yang in Shiuan, 2003).
Tehnologija je uporabna tudi na podroc¢jih celi¢ne biologije, farmakologije ter pri odkrivanju
novih zdravil (Willats, 2002).

2.3  PRIPRAVLJALNI PROCESI PROIZVODNJE VIRUSNIH DELCEV

Klju¢nega pomena za ponovljiv in visoko produktiven proizvodni proces sta pravilna izbira
celic, primernih za infekcijo, ter poznavanje lastnosti virusov. Poznati moramo celokupno
Stevilo virusnih delcev in $tevilo infektivnih virusnih delcev (Kamen in Henry, 2004; Hussain
in sod., 2010). Z omenjenima parametroma ocenjujemo ucinkovitost biprocesov in kakovost
kon¢nega produkta, na primer na podrocju genske terapije (Dormond in sod., 2003).

Procesi gojenja so za nekatere viruse precej zastareli, kot je na primer gojenje virusa gripe na
oplojenih kokogjih jajcih, ki pa jih pocasi izpodrivajo nove, enostavnejse in varnejse metode
(Jones in sod., 2011). Mednje sodijo celi¢ne linije evkariontskih celic, kot sta MDCK in HEK
293, ki sta kompetentni za produkcijo adenovirusov in virusov gripe (lyer in sod., 1999;
Nadeau in Kamen, 2003; Hussain in sod., 2010). Celice za proizvodnjo virusov na
laboratorijskem nivoju gojimo v plastiénih posodah s posebnim vratom in adhezivno povrsino
(lyer in sod., 1999), na nivoju pilotne in industrijske proizvodnje pa v bioreaktorjih.

Bakteriofage gojimo z infekcijo bakterijskih celic. Z infekcijo sprozimo lizo bakterij in
sprostitev bakteriofagov v suspenzijo. Potek lize bakterijskih celic ocenjujemo z metodo
plakov (Adams, 1956).
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2.4 ZAKLJUCNI PROCESI PROIZVODNIJE VIRUSNIH DELCEV

Visoka stopnja cistosti virusnih delcev je v farmacevtskih in biotehnoloskih postopkih
klju¢nega pomena. Klju¢ni so biotehnoloski postopki, s katerimi odstranjujemo necistoce, ki
bi lahko povzrocile nezelene odzive pri uporabi v terapevtske namene. Hkrati pa lahko s
postopki zaklju¢nih procesov koncentriramo ociS¢ene virusne delce do Zelene koncentracije. S
tem olajsamo rokovanje s terapevtiki, ko le-ti zapustijo proizvodni obrat (Segura in sod.,

2006).

2.4.1 Obarjanje s polietilenglikolom (PEG)

Obarjanje z visokomolekularnim PEG-om je u¢inkovita metoda za koncentriranje virusov, ker
je hitra in ekonomi¢na (Morenweiser, 2005). Virusi se ob dodatku PEG-a in soli pocasi
obarjajo pri nizkih temperaturah, kar jih varuje pred kemijsko in fizikalno denaturacijo.
Obarjanje se ponavadi uporablja v zacetnih stopnjah CiS¢enja, saj je veliko blazja metoda kot
sta ultracentrifugiranje in ultrafiltracija. Pomanjkljivost te metode je neselektivno obarjanje

(Morenweiser, 2005).

2.4.2 Ultracentrifugacija

Pogosto uporabljana metoda CiS¢enja virusov za terapevtske namene je ultracentrifugiranje.
Virusi se od necCisto¢ lo¢ijo zaradi razlik v hitrosti usedanja v medijih, kot sta saharoza in
cezijev klorid. Lastnosti virusov, ki dolocata hitrost usedanja, sta gostota in morfologija
delcev. Posamezni delci se v gradientu saharoze ali CsCl usedajo tako dolgo, dokler se
njihova gostota ne izenaci z gostoto medija (Morenweiser, 2005). Obi¢ajno se uporablja v
zacetnih stopnjah za koncentriranje virusnih delcev. Stopnja Cistosti, ki jo doseZzemo, dosega
predpisane vrednosti, vendar so izgube virusnih delcev pri tem ¢is¢enju velike, izkoristek
procesa je lahko tudi 20 %. Za omenjene postopke so na voljo preparativne centrifuge, ki
dosegajo visoke obrate.

Vew v

2.4.3 Kromatografske metode ¢iS¢enja virusnih delcev

Visoke standarde glede Cistosti terapevtskih produktov lahko dosegamo tudi z novejSimi
metodami, kot je preparativna kromatografija. Osnova kromatografskega locevanja je nosilec,
na katerega so vezane funkcionalne skupine, ki se s tar¢no molekulo vezejo specifi¢no
(afinitetna kromatografija) ali nespecificno, na primer ionska, hidrofobna in gelska
kromatografija. Poznamo ve¢ tipov nosilcev, Ki se med seboj razlikujejo po velikosti por.
Nosilci z velikimi porami so primerni za ¢is¢enje plazmidne DNA, koncentriranje rastlinskih
in humanih virusov ter razli¢cnih virusnih vektorjev in virusom podobnih delcev, saj je
kapaciteta vezave neodvisna od pretoka, kar omogoci hitro in u€inkovito lo¢evanje virusnih
delcev od necisto¢ (Urbas, 2011).

Gelska kromatografija temelji na locevanju molekul na osnovi njihovih razlik v velikosti.
Manjse molekule se na nosilcu zadrzijo dlje ¢asa, ker difundirajo v pore, medtem ko se vecje,
naprimer virusi, ne zadrzujejo, ker so prevelike, da bi prehajale v in iz por nosilca. Gre za zelo
uc¢inkovito metodo lo¢evanja virusov od manj$ih molekul, kot so proteini, DNA fragmenti in
podobne. To je univerzalna metoda za vse vrste virusov in drugih velikih molekul. Postopek
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ne omogoca loCevanja med delno sestavljenimi kapsidami, razgrajenimi delci ali virusnimi
agregati (Gagnon, 2008; Barton, 1977; Kramberger, 2006).

lonsko izmenjevalno kromatografijo, skupaj s hidrofobno in afinitetno kromatografijo,
uvrs¢amo med adsorbcijske kromatografije. LoCevanje molekul pri tej metodi poteka na
nosilcih, ki so lahko iz poroznih delcev, membran ali monolitov. Izmenjevalno povrsino pri
nosilcih v obliki membran lahko predstavlja vlaknasta struktura z velikimi preto¢nimi porami.
Nosilci so primerni za procese, kjer zahteve po Cistosti in koncentraciji produkta niso visoke
(Gagnon, 2008; Gavin in Gagnon, 2006; Kramberger, 2006).

2.4.4 Ultrafiltracija

Ultrafiltracija (UF) je vrsta membranske filtracije, pri kateri sile hidrostaticnega pritiska
potiskajo tekocino skozi polprepustno membrano. Je metoda lo¢evanja snovi z uporabo
membran z velikostjo por v razponu od 100 do 1000 kDa, ki temelji na osnovi navzkriznega
toka (Gao in sod., 2011). Z ultrafiltracijo lahko koncetriramo ali odstranjujemo viruse in
mikroorganizme, snovi z visoko molekulsko maso, koloidne materiale, organske in
anorganske polimerne molekule in ione kot sta na primer natrij in kalcij.

V ¢lankih navajajo uporabnost ultrafiltracije kot alternativne metode za doseganje in
zagotavljanje visoke stopnje kakovosti in varnosti pitnih vod (Gao in sod., 2011; Madaeni,
1999). Vaidya in sod. (2004) so iz pitne vode odstranjevali viruse hepatitisa A. Ugotovili so,
da v permeatu ni bilo virusov, kar so potrdili tudi z metodo RT-PCR.

Michalsky in sod. (2010) so uporabljali postopek ultrafiltracije za Zzetev rekombinantnih
proteinov, izrazenih v bakulovirusih. S postopkom so znizevali koncentracijo virusnih delcev
v kon¢nem produktu. Ugotovili so, da je lahko ultrafiltracija prva stopnja v procesu ¢is¢enja
virusnih delcev do kon¢nega produkta.

Metoda je enostavna za uporabo, za izvedbo postopka ne potrebujemo posebnih kemikalij.
(Kalbfuss in sod., 2006; Wickramasinghe in sod., 2005).

25 METODE ZA DETEKCHNO VIRUSNIH DELCEV V PROCESNI KONTROLI
PRIPRAVLIALNIH IN ZAKLJUCNIH BIOPROCESOV

Procesna kontrola omogoca kontrolo kvalitete razlicnih komponent in korakov, ki so del
proizvodnega procesa. Sledenje procesom na eni strani zagotavlja varnost in kvaliteto
produkta, ki je namenjen uporabniku, bolniku, na drugi strani pa zmanj$a moznost napak, ki
proizvajalca drago stanejo. Odstopanja od predvidenega se tako odkrijejo dovolj zgodaj,
preden ta postanejo problem. Procesna kontrola in sledljivost je tudi ena od klju¢nih stvari za
registracijo produkta pri regulatornih telesih, kot sta FDA ali EMA.

Parametre kakovosti za viruse predpisejo regulatorna telesa in ti med drugimi zajemajo tudi
stevilo celokupnih virusnih delcev in Stevilo infektivnih virusnih delcev in prisotnost
agregatov v virusnih pripravkih. Z razlicnimi metodami lahko omenjene parametre
kvalitativno ali kvantitativno ovrednotimo.


http://sl.wikipedia.org/wiki/Filtracija
http://sl.wikipedia.org/wiki/Hidrostati%C4%8Dni_tlak
http://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Polprepustna_membrana&action=edit&redlink=1
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2.5.1 Metode za detekcijo Stevila infektivnih virusnih delcev

Metode za detekcijo Stevila infektivnih virusnih delcev, ki jih najpogosteje uporabljamo, so
metoda plakov, test konéne razred¢itve (EPD) in 50-odstotni infektivni odmerek na tkivni
kulturi (TCIDsy).

2.5.1.1 Metoda plakov

Metoda plakov je standardna metoda za ugotavljanje koncentracije infektivnih virusnih
delcev. V posodi za gojenje celi¢nih kultur inkubiramo kompetentne celice, dokler se ne
vzpostavi konfluentni monosloj, ki ga nato okuzimo z virusi. Suspenzijo z virusi in celicami
primerno razred¢imo in fiksiramo z agarjem. S tem omogo¢imo posamezno rast plakov in
preprecujemo zdruzevanje le-teh. Dulbecco (1952) je predpostavil, da pod temi pogoji en
virus okuzi eno celico. Pri tem upostevamo, da je Stevilo plakov proporcionalno virusnemu
titru.

Teunisa in sod. (2005) so ugotavljali titer poliovirusa tipa 1 in tipa 3 v ¢loveskem blatu
oziroma odpadni vodi. S to raziskavo so pokazali, da metoda ni primerna za identifikacijo
virusov, ampak samo za dolocanje titra. Prav tako so ugotovili, da Stevilo plakov ni vedno
proporcionalno virusnemu titru, ¢e so v vzorcih prisotni virusni agregati.

Kljub temu, da je metoda plakov standardna za ugotavljanje $tevila infektivnih virusnih
delcev, sta Zhu in Yin (2007) ugotovila, da v nekaterih primerih ni dovolj ob¢utljiva. Boljso
obcutljivost metode sta dosegla tako, da sta namesto agarnega sloja dodala tekocega. Namesto
plakov so se tvorili kometi.

Metoda plakov bi bila lahko primerna za oceno ucinkovitosti tehnik, s katerimi izboljSujejo
kakovost vode z inaktivacijo virusov in za oceno izkoristka metod za detekcijo virusov v vodi,
hrani in okolju (Cromeans in sod., 2008).

2.5.1.2 Test koncne razred¢itve (EPD test)

Test kon¢ne razredCitve se je uporabljal pred razvojem metode plakov. Primeren je predvsem
za tiste viruse, ki ne tvorijo plakov. EPD test se izvaja tako, da se pripravijo serije razred¢itev,
Ki se nanesejo na mikrotitrske plosce (plosca, ki se najpogosteje uporablja, ima 96 luknjic) s
celi¢no kulturo. Po nekajdnevni inkubacji opazujemo citopatogeni ucinek (CPU) celi¢ni
kulturi posameznih razred¢itev virusov, in sicer z invertnim mikroskopom.
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Slika 1: Primer analize mikrotitrske plos¢e pri EPD testu (Racainello, 2009).

Deset luknjic na mikrotitrski plos¢i je bilo okuZenih z razred¢itvijo virusa, ki je oznaCena na
skrajni levi (Slika 1). Oznaka s + pomeni, da je v vdolbinici opazen citopatogeni ucinek. Pri
visokih razred¢itvah kultura ni okuZena, ker ni prisotnih virusnih delcev. Ravno obratno je pri
nizkih razred¢itvah. Pri razred¢itvi 1,00 x 10 je 50 % celic, pri katerih smo opazili
citopatogeni ucinek (Slika 1). Vrednost se lahko izrazi kot 50-odstotni infektivni odmerek/ml.
Statisticno metodo sta leta 1938 razvila Reed in Muenich. (Reed in Muenich, 1938).
Uporabljala sta jo pri testih umrljivosti zivali, ki sta jih okuzila z razli¢nimi virusnimi
razredCitvami.

Avtorji ve¢ ¢lankov navajajo uporabnost EPD testa pri adenovirusih, bakulovirusih, virusu
influence in bakteriofagih. Matindoost in sod. (2012) so ugotovili, da je EPD test za
bakuloviruse natan¢nejsi kot metoda plakov. Kitts in Green (1999) sta razvila EPD test v
kombinaciji z imunoloskim testom tako, da sta v test vklopila uporabo protiteles, ki so
specifi¢na za glikoproteine na virusni ovojnici. Citopatogeni u¢inek sta opazovala z uporabo
barvila, ki se je vezalo na neokuzene celice.

Pri od¢itavanju rezultatov lahko pride do napake, saj citopatogeni uc¢inki niso vedno izrazito
izrazeni. Zato je ocena rezultata lahko subjektivna. EPD test ni primeren za detekcijo virusov,
ki ne povzroc¢ajo omenjenega ucinka Borisevich in sod. (2008).

DiStefano in sod. (1995) so EPD test za rotaviruse prilagodili tako, da so za oceno
citopatskega efekta uporabili komercialno barvilo tetrazolin. Metodo so poimenovali
kolorimetri¢ni EPD test. Titer infektivnih virusnih delcev so dolo¢ili na podlagi absorbance, S
¢imer S0 se izognili subjektivni oceni operaterja.

2.5.1.3 Metoda 50-odstotni infektivni odmerek na tkivni kulturi (TCIDsp)

Metoda TCIDs je razlicica EPD testa. Z metodo ugotavljamo tisto razredcCitev virusa, Ki je
potrebna, da okuzi 50 % inokulirane celi¢ne kulture (Schmidt in Lannette, 1961). Uporablja
se za dolocanje titra tistih virusov, ki jih gojimo na evkariontskih celi¢nih kulturah. Pozitivni
rezultat je citopatogeni u¢inek na opazovanih tar¢nih celicah.
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2.5.2 Metode in tehnike za detekcijo celokupnega Stevila virusnih delcev

Najbolj pogoste metode za detekcijo celokupnega Stevila virusnih delcev so metoda
dinami¢nega razprSevanja svetlobe (DLS), test hemaglutinacije, opazovanje virusnih delcev s
presevnim elektronskim mikroskopom (TEM), encimskoimunski test (ELISA), frakcioniranje
v tokovnem polju (FFF), kromatograske tehnike, kvantitativna verizna reakcija s polimerazo
(gPCR) in metoda za sledenje nanodelcem (NTA).

2.5.2.1 Detekcija virusnih delcev z metodo dinami¢nega razprSevanja svetlobe (DLS)

Metoda dinami¢nega razprSevanja svetlobe je primerna za ugotavljanje velikosti, oblike in
strukture bioloskih makromulekul ter nanodelcev. Sistem za merjenje dinami¢no razprSene
svetlobe je sestavljen iz laserja (ponavadi He-Ne ali Ar-laser), ki je usmerjen v opti¢no celico
s cilindri¢no obliko. Laserska svetloba potuje skozi vzorec, Kjer se ob trku z delci razprsi.
Delci se gibajo po principu Brownowega gibanja. Merimo intenziteto razprsene svetlobe v
odvisnosti od ¢asa. S pomoc¢jo programov iz prej omenjenih podatkov, posredno preko
translacijskega difuzijskega koeficienta in Stokes-Einsteinove enacbe, izraCunamo
hidrodinamski premer delca (Murphy, 1997).

Metoda je primerna za ugotavljanje velikosti virusnih delcev in ugotavljanje stopnje
agregiranosti. Visoka usposobljenost opraterja za izvajanje metode ni potrebna. Hkrati je
primerna za »on-line« detekcijo pri separacijskih tehnikah (Lespes in Gigault, 2011).

Pred uporabo sistema je potrebna kalibracija instrumenta. Ce je vzorec heterogen (veliki in
majhni delci), intenziteta razprSene svetlobe veéjih delcev prekrije intenziteto razprSene
svetlobe majhnih delcev, kar je slabost opisane metode (Gallego-Urrea in sod., 2011).

2.5.2.2 Test hemaglutinacije

Test hemaglutinacije temelji na reakciji, ki poteka med eritrociti in hemaglutininom.
Hemaglutinin se nahaja na lipidni ovojnici virusa influence in aglutinira eritrocite, pri cemer
prihaja do nastanka mrezaste tvorbe. Virusni titri so definirani kot recipro¢ne vrednosti
najvecje redcitve virusnega vzorca, ki povzrocijo popolno aglutinacijo eritrocitov in so
izrazeni v HA enotah (WOolIff in Reichl, 2008). Pozitiven rezultat hemaglutinacije pomeni, da
je prislo do aglutinacije oziroma zlepljanja eritrocitov (Hierholzer in sod., 1969).

Metoda jeprimerna za dolocanje vsebnosti virusnih delcev v razlicnih korakih zaklju¢nih
procesov (Wolff in Reichl, 2008). Metoda je ponovljiva znotraj enega dneva, medtem ko se
rezultati med posameznimi dnevi med sabo razlikujejo (Urbas, 2011). Prav tako rezultati med
sabo niso nujno primerljivi, kadar gre za razlicne seve virusov (Hierholzer in sod., 1969).

2.5.2.3 Detekcija virusnih delcev z opazovanjem na transmisijskem elektronskem
mikroskopu (TEM)

Delovanje transmisijskega elektronskega mikroskopa je podobno delovanju svetlobnega
mikroskopa, le da ima vecjo lo¢ljivost. Zacetki TEM segajo v leto 1938, ko je VVon Borries
prvi prikazal sliko (Tiekotter in Ackermann, 2009). Slika nastane zaradi razli¢nega sipanja
elektronov na atomih z razli¢nimi atomskimi Stevili, ki so na razlicnih mestih v preparatu
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(Bene, 1999). Filament (katoda) na vrhu kolone mikroskopa je vir elektronov. Elektrone
pospesuje visoka napetost med katodo in anodo. Snop elektronov usmerjamo s sistemom
elektromagnetnih le¢ do vzorca in zaslona. Na zaslonu se pojavi monokromatska slika vzorca,
ki ustreza elektronski gostoti preparata (Kladnik, 2006). Uporablja se za detekcijo in
identifikacijo virusnih delcev ter opazovanje ultrastruktur celice. Najbolj pogosta tehnika za
pripravo vzorca je negativno kontrastiranje. Priprava je relativno hitra, za razliko od
konvencionalne priprave vzorca, ki zahteva nekaj dni (Zechmann in Zelling, 2009). TEM je
prav tako primeren za diagnosticiranje virusnih obolenj. Velikost in znacilne ultrastrukture
virusov so specifi¢ne za posamezne skupine (Harris, 2007; Wild, 2008).

Konvencionalno kontrastiranje preparata zajema fiksacijo vzorca z glutaraldehidom ali
osmijevim tertraoksidom, spiranje z etanolom ali acetonom, utrjevanje vzorca, rezanje in
nalaganje vzorca na mrezice. Vzorec se lahko pripravi tudi s hitrim zamrzovanjem vzorca, Ki
se ga po zamrzovanju lomi in nato napareva s tezkimi kovinami (Hall in Hawes, 1991;

Bozzola in Russell, 1999; Kuo, 2007). Oba omenjena nacina priprave ponavadi potekata nekaj
dni.

Cromeans in sod. (2008) so TEM uporabljali za Stetje virusov. Najprej so jih fiksirali s
paraformaldehidom. Posneli so med 30 in 50 izbranih obmo¢ij — kvadratov na preparatu.
Koncentracijo celokupnih virusnih delcev so podali kot povpre¢no Stevilo virusnih delcev,
prestetih v posameznem kvadratu. Stevilo pogosto variira zaradi enakomerne ali pa
lokalizirane razporeditve virusov. Ce bi Zeleli nata¢nejse podatke, bi morali izbrati veliko ved
obmocij, kar posledi¢no zahteva veliko ¢asa in potrpezljivosti operaterja (Mayhew in sod.,
2009).

2.5.2.4 Encimskoimunski test (ELISA)

Encimskoimunski test je biokemijska metoda, ki se uporablja za detekcijo protiteles ali
antigenov v virusnem vzorcu. Za dolocanje protiteles se uporablja indirektna ELISA, direktna
ali sendvi¢ ELISA pa je prirejena za doloCanje antigenov (virusni proteini). Pri obeh nacinih
izvedbe testa ELISA se na zadnje dodano protitelo veze encim. Vezan encim omogoci
spremembo barve substrata. Izmeri se absorbanca pri dolo¢eni valovni dolzini, preko katere se
preracuna koncentracija virusnih delcev.

Ponavadi so na voljo komercialni kompleti, ki temeljijo na merjenju absorbance razli¢nih
razredCitev virusa. Izmerjene absorbance razredCitev morajo biti v obmocju umeritvene
krivulje po navodilih proizvajalca. Prednost metode je ta, da visoka stopnja ¢istosti virusnega
materiala ni nujno potrebna. Faktor, ki lahko vpliva na kon¢ni rezultat, je visja koncentracija
soli v vzorcu (Grimm in sod., 1999).

ELISA se lahko izvaja tudi za analizo pridelkov metode PCR. Ponavadi se pridelke
okarakterizira z agarozno elektroforezo, ki velikokrat ni dovolj obcutljiva. Moteci faktorji so
tudi pogosto prisotni neZeleni pomnoZeni odseki DNA. ELISA ima spodnjo mejo detekcije
10" ng virusne DNA, Kar je stokrat ve&ja ob&utljivost kot pri agarozni elektroforezi (Rola in
Kuzmak, 2002; Aini in sod., 2008). V primerjavi z drugimi metodami, s katerimi se analizira
PCR pridelek, je ELISA enostavno izvedljiva saj omogoca analizo vejega Stevila vzorcev
hkrati. Absorbanca se meri s ¢italniki, ki so prirejeni za mikrotitrske plos¢e. S tem je
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izkljuCena napaka subjektivne interpretacije rezultatov v primerjavi z agarozno elektroforezo
(Rola in Kuzmak, 2002).

Pheasey in sod. (2006) so porocali, da za identifikacijo nekaterih virusov raje izvajajo metodo
ELISA kot pa metodo plakov, saj je primerna za identifikacijo zivih in inaktiviranih virusnih
delcev. V poglavju metoda plakov je omenjeno, da izvedba analize lahko traja ve¢ dni.

2.5.2.5 Detekcija virusnih delcev s frakcioniranjem v tokovnem polju (FFF)

Frakcioniranje v tokovnem polju je analitska metoda, ki omogoca lo¢evanje in karakterizacijo
virusnih delcev. Omogoca locevanje delcev velikih od 1 nm do 100 (Yohannes in sod., 2011).
Metoda je primerna za ugotavljanje celokupnega Stevila virusnih delcev (Balch in sod., 2002).
Difuzija virusnih delcev poteka skozi prazen tanek kanal. Pri tem se ustvarja laminarni
paraboli¢ni tokovni profil z naras¢ujo¢o gostoto (Fraunhofer in Winter, 2004). Delci, ki
difundirajo hitreje, se tudi eluirajo hitreje. Princip loCevanja je podoben kot pri kromatografiji.
Prednost metode je odsotnost stacionarne faze. S tem se izognemo izgubi vzorca, ker ni
adsorbcije na nosilec (Messaoud in sod., 2009).

Najbolj pogosta tehnika FFF je asimetricno tokovno frakcioniranje v tokovnem polju
(ASFFFF). S tehniko je mogoce slediti delcem, ki so veliki od 1 nm do 50 pm (Williams in
sod., 2000). Yohannes in sod. (2011) so lo¢evali virusne delce in virusom podobne delce.
Analizirali so razli¢ne frakcije, ki so vsebovale fragmente, monomere, dimere, oligomere in
agregate.

Metoda FFF se izvaja tudi v kombinaciji z detektorji, s katerimi lahko spremljamo lo¢evanje
»on-line« in »off-line«. Detektorji so lahko UV-VIS (ultra violet and visible) detektor,
detektor obcutljiv na razprSeno svetlobo pod razliénimi koti (angl. Multi Angle Light
Scattering - MALS) ali detektor obc¢utljiv na magnetno resonanco (angl. Nuclear Magnetic
Resonance - NMR). Brez predhodnega locevanja s FFF bi z detektorji pridobili samo
povpreéne vrednosti, zato je kombinacija z njimi neizbezna (Basile in sod., 2005).

Tako kot Wei in sod. (2007) so tudi Loisy in sod. (2004) metodo FFF-MALS primerjali s
PCR metodo. Razlika v celokupnem $tevilu delcev je bila zanemarljiva, kar so potrdili tudi s
TEM, ki omogoca tudi vizualizacijo vzorca. Prav tako z loCevanjem =z FFF metodo ne
prihaja do velike izgube vzorca, ne potrebujemo standardnih vzorcev, ekonomsko je lahko
dostopna.

2.5.2.6 Ugotavljanje celokupnega Stevila virusnih delcev s kromatografskimi tehnikami in
spektrofotometricno detekcijo

Analitske kromatografske metode se uporabljajo za preverjanje cistosti in vsebnosti

Vv W

kon¢nih proizvodih.

Najpogosteje uporabljana kromatografska tehnika za ugotavljanje celokupnega stevila
virusnih delcev, v kombinaciji z UV-VIS detektorjem, je ionsko-izmenjevalna kromatografija.
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Maizel in sod. (1968) so pripravili umeritveno krivuljo, za katero so uporabili divji tip
ocis¢enega adenovirusa. Merili so absorbanco virusne DNA pri 260 nm.

Aucoin in sod. (2008) so ugotavljali celokupno S$tevilo adenovirusom podobnih virusnih
delcev. Ugotovili so, da so rezultati pridobljeni z ionsko-izmenjevalno kromatografijo
primerljivi z rezultati testa ELISA. Metodama je skupno tudi to, da z njima ne moremo lo¢iti
praznih in polnih kapsid. Tako Stevilo praznih kapsid naCeloma ostaja neznanka in je za
kakovost kon¢nega produkta kriti¢no.

Pri ugotavljanju celokupnega $tevila virusnih delcev s kromatografskimi tehnikami in
spektrofotometricno detekcijo se lahko spremlja celoten proces ¢iS¢enja in oceni kakovost
kon¢nega produkta. Slabost te metode je ta, da je potrebno imeti za vsako skupino virusov
svoj standard. Ponavadi se pridobljene frakcije analizirajo z nadaljnimi metodami, kot so
PCR, ELISA in/ali elektroforeza. To pomeni, da moramo za potrditev kon¢nega rezutata
vedno izvajati ve¢ metod. Zato je delo dolgotrajno in zahtevno, kompleksno ter ekonomsko
neugodno.

2.5.2.7 Ugotavljanje celokupnega stevila virusnih delcev s kvantitativno verizno reakcijo s
polimerazo (QPCR)

Razli¢ica PCR metode, pri kateri se dolo¢a absolutna ali relativna koncentracija virusne DNA
Vv vzorcu, je kvantitativna PCR metoda ali metoda PCR v realnem casu. Postopek
pomnozevanja nukleinskih kislin je enak kot pri klasi¢ni metodi PCR. Vzporedno s tarénim
odsekom virusnega genoma se pomnozuje tudi pomnozevalni standard. To je posebno
prirejen manjsi odsek nukleinske kisline, katerega zaporedje in koncentracija sta znana.
NamnoZeni PCR pridelki virusnega genoma se dokazujejo in loCujejo s hibridizacijo z dvema
razlicnima lovkama. Ena lovka je znacilna za virusni genom, druga pa za pomnoZzevalni
standard. Lovki sta vezani na steno vdolbinic mikrotitrske plos¢ice. Na tem mestu poteka
avidin peroksidazni test, s katerim se dokazujejo nastali hibridizacijski kompleksi. Po
merjenju jakosti spektrofotometricnega signala obeh hibridizacijskih reakcij se prerauna
koncentracija virusnih delcev v vzorcu. Ce je virusni genom sestavljen iz enoverizne RNA, jo
je potrebno prepisati v komplementarno DNA. To razli¢ico kvantitativne PCR se imenuje

reverzna transkripcija in verizna reakcija s polimerazo v realnem casu (RT-gPCR) (Poljak,
2002).

Metoda je zelo u¢inkovita, natan¢na in obéutljiva. Uporabljati moramo izredno ¢iste pripravke
virusne DNA. Dormond in sod. (2003) so izpostavili pomanjkljivosti omenjene metode kljub
njeni natan¢nosti. S koncentracijo, podano v enotah virusni genom/ml, ne izraZamo to¢nega
Stevila celokupnih virusnih delcev. V virusnih pripravkih je lahko delez praznih kapsid, ki ne
vsebujejo virusnega genoma, od 5 do 25 % (Vellekamp in sod., 2001).

2.5.2.8 Detekcija virusnih delcev z metodo sledenja nanodelcem (NTA)

Metoda se izvaja z instrumentom NanoSight, ki je sestavljen iz svetlobnega mikroskopa, CCD
kamere (angl. coupled charge device), LM10 enote (mesta, kamor vbrizgamo vzorec) z
izvorom laserske svetlobe in racunalnika s programsko opremo, ki nam omogoca analizo
sledenja nanodelcem (angl. Nanoparticle Tracking Analysis).
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CCD kamera je naprava s svetlobno obcutljivim detektorjem, na katerem so v dveh
dimenzijah porazdeljene tocke (angl. pixel). LM10 enota je sestavljena iz celice, kamor
vbrizgamo vzorec, katerega volumen je priblizno 300 pl. Laserski zarek valovne dolzine 655
nm je usmerjen v LM10 enoto. Ob trku z delci se razprsi. Za delce tega velikostnega razreda
je znalilno, da gravitacijska sila nima vpliva na njihovo gibanje. Gibajo se po principu
Brownovega gibanja.

Brownovo gibanje je naklju¢no gibanje delcev v raztopini in velja za delce
submikrometerskih dimenzij. Leta 1827 je to gibanje poimenoval Robert Brown (Einstein,
1905). Po letu 1905 sta Albert Einstein in Smolichowski lo¢eno raziskovala ozadje
Brownovega gibanja in razvila fizikalno teorijo. S teorijo so se ukvarjali tudi drugi
znanstveniki. Skupek njihovih del je pripeljal do izpeljave Stokes-Einsteinove enacbe, ki
definira tridimenzionalno Brownovo gibanje sfericnih delcev v obmocju nizkega
Reynoldsovega Stevila.

__ KpT
- é6mnry

t (1)

D: je difuzijski koeficient delcev, Kg Boltzmanova konstanta, T absolutna temperatura, 1
viskoznost medija in ry hidrodinamski premer. Hidrodinamski premer je definiran kot premer,
pri katerem se delci obnasajo enako kot analizirani delci (Gallego-Urrea in sod., 2011).

Zgoraj definiran difuzijski koeficient se navezuje tudi na enacbo, ki opisuje gibanje v
dvodimenzionalnem prostoru, kateremu lahko sledimo s snemanjem s CCD kamero (Gallego-
Urrea in sod., 2011).

P EE——— 2KpT
(x,y)? = —— (2)

3rpmn

(x, ¥)?je hitrost delca, T temperatura medija, 1 viskoznost medija, r, hidrodinamski premer in
Kg Boltzmanova konstanta.

Proivajalec navaja, da je detekcija delcev, ki so vec¢ji od 600 nm, lahko problemati¢na. Za
delce, ki so veéji od omenjene velikosti, je znacilno, da je intenziteta razprSene svetlobe ob
trku z njimi vecja. Posledi¢no prihaja do prekrivanja razprSene svetlobe med posameznimi
delci. Hkrati navajajo tudi to, da je za delce, ve¢je od 600 nm, Brownovo gibanje
upocasnjeno. To pomeni, da delcem tezje sledimo, zato tudi hidrodinamski premer ni nujno
natancen. Premer 600 nm je tako zgornja meja za natan¢no in ponovljivo ugotavljanje
premera oziroma velikosti delcev (Carr in Malloy, 2007).

Fillipe in sod. (2010) so ugotavljali, kaksne so slabosti in prednosti metode NTA v primerjavi
z metodo dinami¢nega razprSevanja svetlobe (DLS). Z metodo NTA lahko uspesno sledimo in
detektiramo proteinske agregate v vzorcih. Posluzujemo se lahko programske aplikacije, ki se
imenuje razSirjeno dinami¢no obmocje (angl. extended dynamic range). Aplikacija omogoca
simultano analizo delcev dveh velikostnih razredov. Metoda DLS tega ne omogoca, ker je
bolj primerna za homogene vzorce (Fillipe in sod., 2010). Prav tako so ocenili, da je metoda
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NTA bolj natanéna in bi lahko postala alternativa metodi DLS. Prav tako je izredno
pomembna usposobljenost operaterja, kar bi lahko oznacili kot slabost. Fillipe in sod. (2010)
so ocenili, da je metoda primerna za analize na podro¢ju zdravil in cepiv. Stopnja agregacije
je izredno pomembna, ker vpliva na infektivnost (Jones in sod. 2011; Patois in sod., 2011).

Gallego-Urea in sod. (2011) so ugotovili, da je metoda NTA primernejsa kot transmisijska
elektronska mikroskopija za ugotavljanje celokupnega stevila virusnih delcev. Z metodo NTA
lahko analiziramo vecje Stevilo virusnih delcev, hkrati pa se izognemo nereprezentativnim
obmocjem, ki so znacilna pri analizah na TEM. Prav tako ni potrebna posebna predpriprava
vzorca kot je to potrebno pri transmisijski elektronski mikroskopiji. Metoda naj bi se redkeje
uporabljala za oceno toksi¢nosti nanodelcev v okolju ali pa za sledenje nanodelcem v
zivilskih vzorcih. Mnenja so, da je potrebno narediti Se ve¢ raziskav (Gallego-Urrea in sod.,
2011).

Le in sod. (2008) so metodo DLS primerjali z metodo NTA. Zeleli so ugotoviti, ali bi lahko
bila metoda NTA primerna kot potencialna tehnika za analize na razli¢nih podrocjih
mlekarstva. Metodi so uporabljali pri ugotavljanju vpliva toplotnih efektov na kazeinske
micele v mleku. Ugotovili so, da je bila standardna deviacija velikosti kazeinskih micel pri
metodi DLS 1 %, medtem ko je bila pri metodi NTA 10 %. Do razlik standardnih deviacij
prihaja zaradi razli¢ne priprave vzorca in merjenja velikosti delcev. Na podlagi teh podatkov,
so tako kot ostali raziskovalci kot prednost metode izpostavili predvsem vizualizacijo delcev.

Montes-Burgos in sod. (2010) so metodo NTA uporabili kot orodje za dolo¢anje velikosti
delcev in lastnosti prevlek kot predstopnjo za izvajanje nanotoksikoloskega testa. Ugotavljali
s0, kaksne so interakcije nanodelcev zlata, ki so jih dodali v plazmo.

Domingos in sod. (2009) so ugotavljali velikost delcev titanijevega oksida, za katerega je
znalilno, da je toksiCen za Cloveka. Titanijev oksid je uporaben nanomaterial, ki ima
protimikrobne ucinke. Uporabljajo ga v kozmeti¢nih izdelkih, za zgo$c¢evanje zdravil, za
vecjo obstojnost zivil, itd. Previsoke koncentracije titanijevega oksida povzrocajo oksidativne
poskodbe celic in izzovejo imunski odziv (ZZV MS, 2012b).

26  VIRUSIV PITNI VODI

Uzivanje ustekleni¢ene vode je vedno bolj mnozicen pojav. Deset do sto norovirusnih delcev
je dovolj, da povzrocijo gastrointestinalna obolenja (WHO/FAO, 2008). V svetovnem merilu
se ocenjuje, da so norovirusi povzrocitelji od 30 % do 90 % gastrointestinalnih obolenj (Vinje
in sod., 1997). Stevilo obolenj je vedno vegje, kar povzroda splosno zaskrbljenost prebivalstva
(Koopmans in sod., 2002). Beuret (2003) navaja, da so na trgu izsledili ustekleni¢ene vode, Ki
so bile kontaminirane z norovirusi. Prisotnost virusov je lahko posledica napa¢nega rokovanja
proizvajalca kot tudi potrosnika.

V Pravilniku o pitni vodi (2004) virusi niso izrecno omenjeni, so pa zajeti v 3. ¢lenu, kjer je
navedeno, da je pitna voda zdravstveno ustrezna, kadar ne vsebuje mikroorganizmov,
parazitov in njihovih razvojnih oblik v Stevilu, ki lahko predstavlja nevarnost za zdravje ljudi.
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2.6.1 Metode za ugotavljanje virusov v pitnih vodah

Ker je koncentracija virusov v pitni vodi zelo nizka, se pojavi problem praga detekcije.
Metoda za detekcijo virusov mora biti lahko dostopna, ucinkovita in dovolj obcutljiva.
Splosna metoda za detekcijo entericnih virusov je verizna reakcija s polimerazo (Fong in
Lipp, 2005). Mnogo let so se uporabljale metode za razmnozevanje virusov na celi¢nih
kulturah za detekcijo le — teh v hrani in vodi. Ugotovili so, da HAV redko povzroci citopatske
efekte (Cromeans in sod., 1989; Cromeans in sod., 1987; Gosert in sod., 2000; Venuti in sod,
1985), medtem ko NoV ni mozno razmnoZzevati s pomocjo celi¢nih linij (Duizer in sod.,
2004). Pogosta metoda za detekcijo virusov iz pitnih vod je veriZzna reakcija z reverzno
transkriptazo v realnem ¢asu (Butot in sod., 2007).

Z vecino metod ponavadi analiziramo vsebino plastenke, medtem ko interakcije med
embalaZo in virusi ponavadi zanemarimo. Zadnje Studije so pokazale, da interakcije niso
zanemarljive, saj imajo virusi sposobnost vezave na hidrofobne povrSine (Huguet in sod.,
2012). Virus hepatitisa A se veze na stene plastenk, ki so iz polietilena (PET) (Boutot in sod.,
2007), poliovirus 1 (PV1) se veze na polipropilen (PP) in PET (Gassilloud in Gantzer, 2005;
Gassilloud in sod 2007). Boutot in sod. (2007) so analizo virusov v ustekleni¢eni vodi
razdelili na dva dela, in sicer analizo vsebine plastenke in analizo povrSine plastenke.
Gassoilloud in sod. (2007) so viruse, vezane na povrsino plastenke, eluirali, kar so dosegli z
dodajanjem povrsinsko aktivnih snovi. Nato so jih koncentrirali na pozitivno nabiti membrani.
Glede na rezultate so predlagali, da lahko viruse, glede na sposobnost adhezije, razdelimo v tri
skupine: virusi z visoko adsorbcijsko kapaciteto (HAV); virusi ki se ne adsorbirajo na
hidrofobne steklenice (norovirus) in virusi, ki se adsorbirajo zaradi bivalentne lastnosti (PV1)
(Huguet in sod., 2012).

Kovac in sod. (2009) so iz ustekleni¢enih vod koncentrirali viruse hepatitisa A in kalciviruse.
Na CIM QA® monolitni koloni so skoncentrirali 1,5 1 ustekleni¢ene vode (COOP, Bologna,
Italija) do kon¢nega volumna 15 ml, Kkaterega so Se dodatno koncentrirali z
ultracentrifugiranjem. Vzporedno so po metodi Gilgena in sod. (1997) skoncentrirali 1,5 |
ustekleni¢ene vode iste serije kot v prej omenjem eksperimentu. Uporabljali so
elektropozitivno membrano in eksperiment nadaljevali z ultrafiltracijo. Oba eksperimenta so
ovrednotili z metodo RT-gPCR. Ugotovili so, da so bili izkoristki koncentriranja v prvem
primeru visji kot v drugem.

Kadar so koncentracije virusnih delcev nizke, jih je potrebno pred detekcijo koncentrirati
(humani virusi v pitni vodi). Obstojece in najbolj ucinkovite metode temeljijo na adsorbciji
virusov na elektropozitivne membrane in njihovem spiranju po adsorbciji (Beuret, 2003; Fout
in sod., 2003; Gilgen in sod., 1997). Viruse nato kvantificiramo s polimerazno verizno
reakcijo v realnem ¢asu. Navedena metoda je Se posebej primerna za viruse, Ki jih ne moremo
gojiti in razmnozevati na celi¢nih kulturah (humani norovirus) (Fout in sod., 2003; Haramoto
in sod., 2004; Kukkula in sod., 1999).
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3 MATERIALI IN METODE

V diplomskem delu smo uporabljali razlicne materiale, aparature in izvajali metode za
ugotavljanje celokupnega Stevila virusnih delcev in Stevila infektivnih virusnih delcev ter
njihove velikoti.

3.1 MATERIALI

Pri izvajanju eksperimentalnega dela diplome smo uporabljali spodaj nastete materiale za
namnoZzevanje adenovirusov s transfekcijo celicne linije HEK 293, ¢is¢enje virusnega
materiala na CIM® monolitnih kolonah, ugotavljanje §tevila celokupnih in infektivnih virusnih

delcev, pri tangencialni preto¢ni filtraciji (TFF) in transmisijski elektronski mikroskopiji
(TEM).

Pri izvajanju vseh metod smo uporabljali plastiko TPP® (Technical plastic prosduct).

3.1.1 Materiali za namnoZevanje adenovirusov s transfekcijo celi¢ne linije HEK 293

e celice HEK 293 (DSMZ, Braunschweig, Nemcija (ACC 305))
e NUNC
- Vecpladenjski sistem Nunclon TM A Cell factory-CF (140004)

Wew W

3.1.2 Materiali za ¢i§¢enje virusnega materiala na CIM® monolitnih kolonah

e Bia Separations d. 0. 0.
- CIM® QA monolitni diski (210.5113)
- CIM®™ SO; monolitni diski (211.6157)

3.1.3 Materiali za ugotavljanje $tevila infektivnih virusnih delcev

V diplomskem delu smo za ugotavljanje Stevila infektivnih virusnih delcev uporabljali spodaj
nastete materiale pri metodi plakov in testu kon¢ne razredcitve.

3.1.3.1 Metoda plakov

e GOLIAS
- Sterilne petrijevke s premerom 96 mm
e Sigma Aldrich
- Luria Broth gojisce (LB gojisce) (51208)

e Biolife
- Tehni¢ni agar (401810)

e BRAND- Duran
- 50 ml erlenmajerice (92817)
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3.1.3.2 Test koncne razredcitve (EPD)

e [WAKI
- Mikrotitrske plosce s 96 luknjicam z ravnim dnom (3860-069)

3.1.4 Materiali za ugotavljanje celokupnega Stevila virusnih delcev

V diplomskem delu smo pri ugotavljanju celokupnega Stevila virusnih delcev uporabljali
spodaj naStete materiale pri testu hemaglutinacije in metodi NTA.

3.1.4.1 Test hemaglutinacije

e GOLIAS
- Mikrotitrske plosce s 96 luknjicam z dnom v obliki ¢rke U

e Eritrociti (Biotehniska fakulteta, Oddelek za zootehniko, Rodica)
e Cambrex
- DPBS (Dulbecco's phosphate buffer saline (17-512F))

3.1.4.2 Metoda NTA

e Cambrex:

- DPBS (Dulbecco's phosphate buffer saline (17-512F))
e Eppendorf

- Safe-Lock epice 1ml (0030121.023)

3.1.5 Materiali, uporabljeni pri tangencialni preto¢ni filtraciji
e Millipore

- membrana PELLICON XL 10000kD NMWC
- membrana HOLLOW fiber 1750000 kD NMWC

3.1.6 Materiali, uporabljeni pri transmisijski elektronski mikroskopiji

e Bakrena mrezica, Athene Thin Bar Grids, 400 mesh, 3.05mm O.D., Copper

3.1.7 Aparature

V diplomskem delu smo uporabljali naStete aparature za namnoZevanje adenovirusa, pri

Vv W

metodi NTA, in pri kromatografskem ¢is¢enju na HPLC sistemu.

3.1.7.1 Aparature za namnozevanje adenovirusa s transfekcijo celic HEK 293

¢ IBS Integra Biosciences
- Vacusafe — posoda za odstranjevanje gojis¢a ali pufra iz posode za gojenje
celi¢nih kultur in infekcijo le-teh
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e Sanyo
- CO; inkubator, ki zagotavlja konstantno temperaturo 37 °C, primerno
vlaznost in 5 % CO, v atmosferi

3.1.7.2 Aparature za sistem HPLC

e HPLC sistem Knauer (Berlin, Nem¢ija)
e UV-VIS detektor K-2500
e c(rpalka K-500

3.1.7.3 Aparature za izvedbo metode NTA

Nanosight® instrument
Racunalnik s programsko opremo
Ultrazvocna kopel

Vibracijsko mesalo

Bioloska brezprasna komora

3.1.8 Kemikalije

e Antek/ Krka
- Virkon prasek
e Merck (Calbiochem®)
- Etansulfonska kislina - hepes (391340)
- Natrijev korid (1.06404.1000)
- Magnezijev diklorid (442615)
- Tris (648310)
- Etanol (1009831000 )

3.1.9 Lateksni delci

Uporabljali smo lateksne delce s premerom 120 nm (Christine Gropl, Tulln, Awvstrija,
Polystyrene latex, R=0,120 pm; s130-1) s koncentracijo 1,05 x 10" delcev/ml.

3.1.10 Usteklenicena pitna voda

Vzorce pitne ustekleni¢ene vode smo kupili v trgovini. Izbrali smo produkte petih razli¢nih
slovenskih proizvajalcev.

3.1.11 Virusni delci

Uporabljali smo adenoviruse Ad5, viruse influence H1N1, viruse influence F140 in
bakteriofage A (Bia Separations, Ljubljana).
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3.2 METODE

Z razlicnimi metodami smo predpripravljali virusni material in ugotavljali koncentracijo
celokupnih in infektivnih virusnih delcev ter njihovo velikost.

3.2.1 Metode za predpripravo virusnega materiala

Z metodami za prepripravo virusnega materiala smo namnozevali adenoviruse s transfekcijo
celicne linije HEK 293, kromatografsko Cistili virusni material na razlicnih nosilcih,
namnoZzevali viruse influence in bakterifage in jih koncentrirali.

3.2.1.1 Namnozevanje adenovirusoV s transfekcijo celi¢ne linije HEK 293

Adenovirus smo pomnozevali s transfekcijo celiéne linije HEK 293. Celice smo nasadili na
veépladenjski sistem (CF) proizvajalca Nunc (Nunclon'™ A Nunclon Cell factory). Ko so
celice dosegle predkonfluentno rast (skoraj preras¢ena povrsina pladnja s celicami, ki Smo jo
opazovali z invertnim mikroskopom), smo dodali virusno suspenzijo z multipliciteto infekcije
(MOI) 10 in 50. Po nekajdnevni inkubaciji v CO; inkubatorju, pri temperaturi 37 °C, smo
spremljali citopatogeni ucinek (CPU) na celice z opazovanjem z invertnim mikroskopom.
Zetev smo opravili, ko je bil vizualno ocenjen CPU med 80 % in 100 % na predkonfluentni
rasti celic. Z metodo NTA in EPD testom smo ovrednotili razmerje med celokupnim stevilom
virusnih delcev in infektivnimi virusnimi delci.

Gojisc¢e z okuzenimi celicami smo zamrznili na -100 °C, jih odmrznili na sobni temperaturi
in ponovno zamrznili na -100 °C. Z nizko temperaturo smo mehansko poskodovali celice in
povzrocili sprostitev virusov, nato pa gojis¢e z virusi in mehansko posSkodovanimi celicami
centrifugirali. Supernatant smo odstranili, pelet (virusni delci) pa raztopili v ustreznem
delovnem pufru.

Preden smo ocistili pripravek adenovirusa na sistemu za tekocinsko kromatografijo visoke
lo¢ljivosti, smo dodajali encim nukleazo. Suspenzijo virusnega pripravka z nukleazo smo
inkubirali 2 uri na vodni kopeli pri temperaturi 37 °C. Z metodo NTA smo ovrednotili razliko
med Zetvijo brez dodane nukleaze in z dodano nukleazo.

3.2.1.2 Cistenje adenovirusov na CIM® QA monolitni koloni

Za CisCenje zetve smo uporabljali gradientni Knauer HPLC sistem (Berlin, Nemcdija).
Sestavljen je bil iz dveh ¢rpalk K-500, UV-VIS detektorja K-2500, ki je meril absorbanco pri
280 nm, znacilno za detekcijo proteinov. K sistemu smo dodali tudi detektor prevodnosti (GE
Healthcare, Uppsala, Svedska). Vse komponente so bile povezane s PEEK kapilarami s
premerom 0,75 mm. Adenovirus smo o&istili na mo¢nem anionskem izmenjevalcu CIM® QA
monolitni koloni (Bia Separations, Ljubljana). Uporabljali smo 50 mM Tris pufer, ki je
vseboval 2 MM MgCl, in 0,4 M NaCl s pH 8,0.
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3.2.1.3 Namnozevanje virusov influence

Uporabljali smo virusni sev A/Salomon Islands/3/2006, oziroma sev HIN1. Virusi influence
so bili gojeni v kokosjih jajcih in inaktivirani z B-propionlaktonom. Nato so bili o¢is¢eni S
conskim centrifugiranjem v saharoznem gradientu in pred nalaganjem na kromatografski
nosilec filtrirani skozi 0,45 pm filter. Zetev smo ovrednotili s testom hemaglutinacije in
metodo NTA.

3.214 Ciééenje virusov influence na CIM® SOz monolitni koloni

Za CisCenje zetve smo uporabljali gradientni Knauer HPLC sistem (Berlin, Nemcdija).
Sestavljen je bil iz dveh ¢rpalk K-500, UV-VIS detektorja K-2500, ki je bil nastavljen na
absorbanco 280 nm, znadilno za detekcijo proteinov. K sistemu smo dodali tudi detektor
prevodnosti (GE Healthcare, Uppsala, Svedska). Vse komponente so bile povezane s PEEK
kapilarami, ki so imele premer 0,75 mm. Virus influence smo ocistili na mo¢nem kationskem
izmenjevalcu (CIM® SO; monolitna kolona; Bia Separations, Ljubljana). Uporabljali smo
pufer 50 mM hepes s pH 7,5.

3.2.1.5 Namnozevanje bakteriofagov

V tekoce gojisc¢e LB smo inokulirali bakterije rodu E. coli (DSMZ, Braunschweig, Nemcija).
Suspenzijo smo namestili v stresalnik s 120 obrati/min pri 37 °C. Ko je bila koncentracija
bakterij v gojiscu 5,0 X 10’ bakterij/ml, smo dodali $e inokulum bakteriofagov A (DSMZ,
Braunschweig, Nem&ija) s koncentracijo 1,0 x 10® bakteriofagov/ml. Suspenzijo smo ponovno
namestili v stresalnik s 120 obrati/min pri 37 °C. Ko je potekla liza, smo brozgo centrifugirali
in opravili Zetev. Zetev smo nato skoncentrirali s tangencialno preto¢no filtracijo.

3.2.1.6 Koncentriranje bakteriofagov s tangencialno pretoc¢no filtracijo (TFF)

Za koncentriranje smo uporabili 50mM Tris pufer (Merck) in dva tipa membran: PELLICON
XL 10000kD NMWC (spiralni modul) in HOLLOW fiber 1750000 kD NMWC (modul z
votlimi vlakni). Oba koncentrata smo ovrednotili z metodo plakov in metodo NTA.

3.2.2 Metode za ugotavljanje celokupnega $tevila virusnih delcev

V diplomskem delu smo s testom hemaglutinacije in metodo NTA ugotavljali celokupno
Stevilo virusnih delcev. Z opazovanjem pod presevnim elektronskim mikroskopom smo
ugotavljali velikost virusnih delcev, ki smo jo v nadaljevanju diplomskega dela prevzeli kot
referencno.

3.2.2.1 Test hemaglutinacije

Stevilo infektivnih virusnih delcev smo doloéili s testom hemaglutinacije (HA). Kot indikator
prisotnosti virusa smo uporabljali kokosje eritrocite s standardno koncentracijo. Pripravili smo
serijo nara$¢ajoce razredCitvene vrste virusnega pripravka. Znan volumen smo prenesli na
mikrotitrsko plo§¢o s 96 vdolbinicami v obliki ¢rke U. Nato smo dodali raztopino eritrocitov
in mikrotitrsko plosc¢o inkubirali 60 min. Pozitiven rezultat hemaglutinacije pomeni, da je
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prislo do aglutinacije oziroma zlepljanja eritrocitov, ki imajo na svoji povrSini dolocene
antigene, s specifi¢nimi protitelesi (Hierholzer in sod., 1969).

3.2.2.2 Metoda sledenja nanodelcem (NTA)

Z metodo smo ugotavljali velikost in koncentracijo virusnih delcev. Metodo smo izvedli z
instrumentom NanoSight LM10 (NanoSight, Amesbury, Velika Britanija), ki je sestavljen iz
svetlobnega mikroskopa, CCD kamere (angl. coupled charge device), enote LM10 (mesto,
kamor vbrizgamo vzorec) z izvorom laserske svetlobe in racunalnika s programsko opremo
2.0 Analytical software, release version build 0.125 NTA (angl. Nanoparticle Tracking
Analysis) (Slika 2)

Na mikroskopu je names$cena posebna zaklopka, ki omogoca prikaz vidnega polja pod
objektivom na racunalniSkem ekranu. S CCD kamero smo posneli gibanje delcev.
Videoposnetek je bil dolg 60 s. S pomoc¢jo zgoraj omenjenega programa SMO posnetek
gibanja delcev analizirali (Slika 2).

\ CCD kamera celica

Racunalnik s programsko opremo

|

enota LM10

Slika 2: Instrument NanoSight z ra¢unalnikom in enota LM10 s celico.

Celico smo pred zacetkom uporabe in po kon¢anem delu 10 min inkubirali v 1% raztopini
virkona. Nato smo jo sprali z destilirano vodo, 70 % etanolom in poc¢akali, da se enota posusi.
Susenje smo pospesili z uporabo krpic. Zatem smo celico prepihali z zrakom, da smo
odstranili morebitne ostanke necisto¢. Po tem postopku smo z brizgo injicirali vzorec v celico.

Med samim delom smo celico, v zgoraj omenjem vrstnem redu, intenzivno spirali pred
vsakim ponovnim injiciranjem. Kadar smo pripravljali razred¢itve virusnih pripravkov, smo
delo opravljali v biolosko varni komori.
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Pripravili smo najmanj dve razli¢ni razred¢itvi vzorca in vsako analizirali dvakrat. VVzorce
smo pripravljali s pufrom 1x DPBS (virusni delci) ali pa z destilirano vodo (lateksni delci).
Vsak vzorec smo dobro premesali na vibracijskem meSalu, vsaj 20 sekund. Razred¢itve smo
pripravljali po principu naras¢ajoce razred¢itvene vrste.

3.2.3 Elektronska mikroskopija

Z opazovanjem virusnih pripravkov pod elektronskim mikroskopom smo ugotavljali velikost
virusnih delcev in prisotnost virusnih agregatov.

3.2.3.1 Priprava mrezice za presevni elektronski mikroskop

Na bakreno mrezico (Athene Thin Bar Grids, 400 mesh, 3,05 mm O.D., Copper) smo nanesli
10-15 pl virusnega pripravka. Mrezico z nanesenim pripravkom smo inkubirali 5-10 min, da
se je del virusnih delcev usedel. Odvecno koli¢ino virusnega pripravka smo odstranili s
filtrnim papirjem. Nato smo dodali 3-4 kapljice 1% vodne raztopine uranil acetata in odvecni
volumen ponovno odstranili s filtrnim papirjem. Vzorce so analizirali na Nacionalnem
institutu za biologijo v Ljubljani.

3.2.4 Metode za ugotavljanje $tevila infektivnih virusnih delcev

S testom konéne razredCitve in metodo plakov smo ugotavljali Stevilo infektivnih virusnih
delcev.

3.2.4.1 Test koncne razred¢itve (EPD)

Z metodo smo dolo¢ili koncentracijo infektivnih virusnih delcev. Znan volumen razred¢enega
adenovirusa smo prenesli v mikrotitrsko plosco s 96 luknjicami, z ravnim dnom. Nato smo
dodali $e indikator. Po petdnevni inkubaciji smo s svetlobnim mikroskopom opazovali
citopatogeni ucinek. Po statisti¢éni metodi smo izracunali titer infektivnih virusov (Munich in
Reed, 1938).

3.2.4.2 Metoda plakov

Metoda plakov je postopek, s katerim smo ugotavljali Stevilo bakteriofagov oziroma njihovo
koncentracijo (PFU/ml). Pripravili smo mehki agar (Tehni¢ni agar Biolife; ¢ = 6 g/l in LB
mehkega agarja smo dodali 50 pl kulture E. coli in enak volumen ustrezno razred¢enega faga.
Suspenzijo smo nezno premesali in jo enakomerno prenesli v petrijevko s trdim agarjem
(Tehni¢ni agar Biolife; ¢ = 15 g/l in LB tekoce gojisce; ¢ = 25 g/l). Plos¢e smo inkubirali
preko noci pri temperaturi 37 °C (Dulbecco, 1952).
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4 REZULTATI

Ovrednotili smo nespecificno metodo sledenja nanodelcem za ugotavljanje koncentracij in
velikosti razli¢nih virusnih delcev, skladno z delovnimi hipotezami. Delo je bilo opravljeno v
obdobju od 21.09.2009 do 21.06.2010 in je predstavljeno kot sledi v naslednjih poglavjih.

41  OPTIMIZACIJA NASTAVITEV INSTRUMENTA NTA Z UGOTAVLJANJEM
VELIKOSTI IN KONCENTRACIJE LATEKSNIH DELCEV

Osnovne nastavitve naprave smo optimizirali z referen¢nimi lateksnimi delci s koncentracijo
1,05 x 10* delcev/ml in velikostjo 120 nm (Christine Gropl, Tulln, Avstrija). V nadaljevanju
diplomskega dela smo zeleli ugotoviti, ali je metoda NTA primerna za ugotavljanje
koncentracij in velikosti razli¢nih virusnih delcev v posameznih fazah gojenja in ciscenja s
kromatografskimi tehnikami. Uporabljali smo adenoviruse, viruse influence in bakteriofage.
Poleg tega smo zeleli preizkusiti, ali je metoda NTA primerna za ugotavljanje prisotnosti

virusov v ustekleni¢enih vodah.

4.1.1 Optimizacija nastavitve kamere

Pripravili smo pet razli¢nih razred¢itev (Preglednica 1) in jih injicirali v analizno celico. Sliko
gibajoCih se lateksnih delcev smo izostrili s spreminjanjem ojacanja in zaklopa (Slika 3).
Posneli smo videoposnetek, Ki je trajal 60 s.

Slika 3: Optimizacija parametrov kamere pred snemanjem in pred analizo posnetka: a) optimalno
nastavljena parametra ojacanje in zaklop; b) ustrezna razred¢itev; c¢) neprimerna razredcitev.

4.1.2 Ugotavljanje koncentracije in velikosti lateksnih delcev

Vsako razredc¢itev smo analizirali v treh ponovitvah (Preglednica 1). Z analizo okvirjev smo
ugotovili povprecno Stevilo delcev, Stevilo poti (Slika 4), velikost lateksnih delcev,
koncentracijo lateksnih delcev in porazdelitveno funkcijo velikosti ter koncentracije lateksnih
delcev (Slika 3 in Slika 4). Podatke smo shranili v obliki porocila, ki smo ga pridobili z
orodjem programske opreme NTA (priloga A).
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pot lateksnega delca

Slika 4: Funkcija porazdelitve velikosti in koncentracije lateksnih delcev ter njihove poti.

Na podlagi rezultatov programske analize smo izra¢unali povprecno koncentracijo lateksnih
delcev, meritveni faktor, teoreti¢ni faktor in razmerje med obema. Meritveni faktor smo
definirali kot razmerje med povprecno izmerjeno koncentracijo lateksnih delcev manjse
razredCitve in povpreéno izmerjeno koncentracijo lateksnih delcev veéje razredCitve.
Teoreti¢ni faktor smo definirali kot razmerje med vi§jim razred¢itvenim faktorjem in nizjim
razred¢itvenim faktorjem (Preglednica 1).

Upostevali smo tiste koncentracije in velikosti lateksnih delcev, pri katerih je bilo povprecno
Stevilo delcev med 20 in 60, Stevilo zakljucenih poti nad 200, razmerje med teoreti¢nim in
meritvenim faktorjem pa med 0,8 in 1,2. Povprecno Stevilo delcev in Stevilo zaklju€enih poti
sta bila kriterija, zastavljena s strani proizvajalca, ki sta morala biti izpolnjena za ustrezno
meritev.

Ugotovili smo, da je bila koncentracija lateksnih delcev 1,06 x 10* delcev/ml, povpreéna
velikost lateksnih delcev pa 124 nm. Koncentracijo Smo izracunali kot povprecje koncentracij
lateksnih delcev pri razred€itvah 1 : 1500, 1 : 2000 in 1 : 3000. Omenjene razredCitve
izpolnjujejo kriterije, ki so bili Stevilo zaklju€enih poti, povprecno Stevilo delcev in razmerje
med teoretiénim in meritvenim faktorjem (Preglednica 1).
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Preglednica 1: Meritve koncentracije in velikosti lateksnih delcev.
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Opomba: Okrepljene vrednosti v Preglednici 1 predstavljajo ponovitve dveh razredcitev, ki
jih nismo upostevali. Pri razred€itvi v razmerju 1 : 1000 je povprecno Stevilo delcev vec kot
60, pri razredCitvi 1 : 10000 pa je Stevilo zakljucenih poti manjse kot 200 (Preglednica 1).

42 UGOTAVLIJANJE VELIKOSTI IN KONCENTRACIE ADENOVIRUSOV

Z metodo NTA smo ugotavljali razmerje med celokupnim Stevilom virusnih delcev in
Stevilom infektivnih adenovirusov, njihovo velikost in koncentracijo v fazi gojenja in
¢is¢enja. Za primerjavo smo velikost virusnih delcev ugotavljali na podlagi mikrografij z
opazovanjem pod elektronskim mikroskopom. Z EPD testom smo ugotavljali Stevilo
infektivnih virusnih delcev.

4.2.1 Ugotavljanje velikosti in koncentracije celokupnih in infektivnih virusnih delcev

Velikost in stanje agregiranosti adenovirusov smo ugotavljali z elektronskim mikroskopom.
Na podlagi mikrografij smo ugotovili, da je bila velikost adenovirusnega delca, ki smo ga
analizirali, v razponu med 90 in 100 nm (Slika 5). Podobne podatke navajajo tudi Renteria in
sod. (2010).

ak

100 nm

Slika 5: Mikrografija adenovirusov (foto: TuSek-Znidari¢ M.).

Z metodo NTA smo ugotavljali koncentracijo celokupnega Stevila adenovirusov, ki smo jih
namnozili s transfekcijo celic HEK 293. Stevilo infektivnih adenovirusov smo ugotavljali z
EPD testom. Razmerje med celokupnim Stevilom in Stevilom infektivnih virusnih delcev je
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namre¢ pomemben parameter kakovosti v proizvodnji cepiv in na podrocju genske terapjie
(Dormond, 2003). Izracunali smo, kaksna so bila razmerja med celokupnim stevilom virusnih
delcev in Stevilom infektivnih virusnih delcev.

Z namenom optimizacije namnozevanja smo ugotavljali Stevilo celokupnih virusnih delcev z
metodo NTA in Stevilo infektivnih virusnih delcev z EPD testom pri dveh razlicnih
multiplicitetah infektivnosti (MOI). Pri MOI 50 je bila koncentracija Celokupnega Stevila
adenovirusov 3,1 x 10" virusnih delcev/ml, koncentracija infektivnih pa 2,5 x 10° virusnih
delcev/ml. Pri MOI 10 je bila koncentracija celokupnega Stevila adenovirusov 1,7 x 10%
virusnih delcev/ml, koncentracija infektivnih pa 4,0 x 10° virusnih delcev/ml. Razmerja med
celokupnimi in infektivnimi delci so bila pri testiranih MOI razli¢na (Preglednica 2).

Preglednica 2: Koncentracije in razmerje med celokupnim $tevilom adenovirusov in §tevilom infektivnih
adenovirusov.

C (virusni delci/ml)

Razmerje med celokupnimi in infektivnimi

metoda NTA
(celokupno Stevilo

test EPD (Stevilo
infektivnih virusnih

virusnimi delci

virusnih delcev) delcev)
MOI 50 3,1 x 10" 2,5x 10° 120:1
MOI 10 1,7 x 10% 4,0 x 10° 42:1

4.2.2 Ugotavljanje koncentracije virusnih delcev v Zetvi z dodajanjam standardnega
dodatka

Z metodo standardnega dodatka smo ugotavljali napako merjene koncentracije virusnih
delcev v Zetvi. Kot standardni dodatek smo uporabljali lateksne delce s koncentracijo 5,25 x
10® delcev/ml in velikostjo 120 nm. Koncentracija virusnih delcev v Zetvi je bila 3,4 x 10°
delcev/ml na podlagi meritev z metodo NTA (Preglednica 3).

Nato smo zetvi dodali standardni dodatek in izmerili koncentracijo zetve s standardnim
dodatkom 7,8 x 10° delcev/ml. Razliko med koncentracijo Zetve s standardnim dodatkom in
koncentracijo Zetve brez standardnega dodatka smo poimenovali izraCunan standardni
dodatek. Ugotovili smo, da je bila koncentracija izratunanega standardnega dodatka zetve 4,4
x 10° delcev/ml (Preglednica 3).

Koncentracijo izracunanega standardnega dodatka smo primerjali s teoreti¢no koncentracijo
standardnega dodatka. Ugotovili smo, da smo naredili 16 % napako (preglednica 3), ki smo jo
izraCunali s pomocjo enacbe:

Ocena napake = 100 % — (M) * 100 ..(3)

ST teoretitno

Preglednica 3: Ocena napake pri ugotavljanju koncentracije adenovirusov v Zetvi (C st = koncentracija
standardnega dodatka).

C C zST C ST izra¢unano Ocena napake (%)
(delci/ml) (delci/ml) (delci/ml)
ZETEV 3,4x10° 7,8 x 10° 4,42 x 10° 16
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4.2.3 Ugotavljanje koncentracije in velikosti adenovirusov med kromatografskim
¢iscenjem

Adenoviruse, ki smo jih pripravili s transfekcijo celic, smo nadalje procesirali in ocistili na
kromatografskih kolonah. Analizirali smo Zetev, kateri smo dodali nukleazo in jo primerjali z
analizo Zetve, kjer nukleaze nismo uporabljali. Zeleli smo ugotoviti, ali dodajanje
deoksiribonukleaze vpliva na agregacijo virusnih delcev. Izmerili smo, da je bila povprecna
koncentracija virusnih delcev v zetvi brez dodane nukleaze 3,4 X 10%° virusnih delcev/ml, v
7etvi z dodano nukleazo pa 1,9 x 10 virusnih delcev/ml. Povpregna velikost virusnih delcev
je bila v zetvi brez dodane nukleaze 120 nm, v virusnem pripravku z dodano nukleazo pa 114
nm (Pregledanica 4).

Preglednica 4: Predpriprava vzorca z nukleazo.

C (virusni delci/ml) Velikost virusnih delcev (nm)
5 3,5 x 10" 120
Zetev brez nukleaze
3,2x 10" 119
5 1,6 x 10" 113
Zetev z nukleazo
2,1x10% 115

Cis¢enje Zetve smo nadaljevali na moénem anionskem izmenjevalcu, in sicer na monolitni
koloni CIM® QA. Z metodo NTA smo ugotavljali prisotnost in koncentracijo celokupnih
adenovirusov v pobranih frakcijah, medtem ko smo z EPD testom ugotavljali koncentracijo
infektivnih adenovirusov. Prav tako smo ovrednostili u¢inkovitost kromatografskega ¢is¢enja.
Analizirali smo Zetev, nevezni virusni material (FT) in elucijo, v kateri smo pri¢akovali
najve¢ adenovirusov (Preglednica 5).

Ugotovili smo, da je bila koncentracija celokupnih adenovirusov v Zetvi 3,7 x 10** virusnih
delcev/ml, v FT 4,1 x 10° virusnih delcev/ml, v eluciji pa 2,1 x 10" virusnih delcev/ml. Na
podlagi pridobljenih meritev smo izracunali ucinkovitost kromatografskega ¢is¢enja, Ki je
zna$ala 59 %. Z EPD testom smo ugotovili, da je bila koncentracija infektivnih adenovirusov
v Zetvi 3,6 x 10° virusnih delcev/ml, v FT 2,6 x 10* virusnih delcev/ml in v eluciji 2,4 x 10°

virusnih delcev/ml. Izkoristek ¢iscenja je bil 66,7 % (Preglednica 5).

Vew W

Preglednica 5: Analiza frakcij z metodo NTA in EPD testom, pridobljenih s kromatografskim ¢i§¢enjem.

EPD NTA
Frakcija |V (ml) PFU/mI PFU Y (%) VP/ml VP Y (%)
Zetev 36,0 1,0 x 10° 3,6 x10° 1,0 x 10 3,7x10"
FT 26,0 1,0 x 10° 2,6 x 10* 0,0 1,6 x 10° 4,1x10° 1,1
Elucija 1,2 2,0 x 10° 2,4 x10° 66,7 1,8 x 10" 2,1 x 10" 57,9
£66,7 £59,0
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4.2.4 Vpliv odtajanja in zamrzovanja na velikost in koncentracijo adenovirusov

Zaradi verjetnosti agregacije pri razvoju proizvodnega procesa adenovirusov smo proucevali
vpliv zamrzovanja in odtajanja. Kromatografsko oc¢is¢ene adenoviruse smo shranili na -80 °C.
V zacetku delovnega dneva smo jih oddtajali, izmerili koncentracijo in velikost ter jih
ponovno zamrznili na -80 °C. Meritev smo izvajali enkrat na dan. Postopek smo ponovljali
Stiri dni (Preglednica 6).

Ugotovili smo, da je bila povpretna koncentracija 1,30 x 10° virusnih delcev/ml, koeficient
variacije pa 14,1 %. Povpre¢na velikost virusnih delcev je bila 133 nm in koeficient variacije
6 % (Preglednica 6). Velikost virusnih delcev se je v stirih dnevih nekoliko povecala,
koncentracija pa je ostala priblizno enaka.

Preglednica 6: Vpliv odtajanja in zamrzovanja na velikost in koncentracijo adenovirusov.

N . € (virusni _ Velikost Povpre¢na velikost virusnih
C (virusni delci/ml) . virusnih delcev
delci/ml) (nm) delcev (nm)
DAN 1 1,2 x 10% 127
DAN 2 1,5 x 10% 125
1,3 x 10% 133
DAN 3 1,4 x 10% 140
DAN 4 1,1 x 10% 140
STDV 1,8 x 10° 8
KV (%) 14,1 6

43 UGOTAVLJANJE VELIKOSTI IN KONCENTRACHNE VIRUSOV INFLUENCE

Ugotavljali smo koncentracijo in velikost virusov influence. Nagojili smo jih v kokosjih jajcih
in inaktivirali z B-propionlaktonom. Nato smo jih ocistili z ultracentrifugiranjem v
saharoznem gradientu in pred nalaganjem na kromatografski nosilec filtrirali skozi 0,45 um
filter. Zetev smo ovrednotili s testom hemaglutinacije in metodo NTA.

Z elektronskim mikroskopom smo analizirali zetev. Ugotovili smo, de je bila velikost
virusnega delca influence 200 nm (Slika 6). V literaturi navajajo, da je velikost virusov
influence med 80 in 120 nm (Urbas, 2011). Razlika glede na literaturne podatke je precejsnja.



Ciringer M. Ugotavljanje koncentracije in velikosti virusnih delcev z metodo sledenja nanodelcem (NTA). 29
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2012

Slika 6: Mikrografija virusov influence (foto: Tuek-Znidari¢ M.).

4.3.1 Ugotavljanje koncentracije in velikosti virusov influence med kromatografskim
¢iSenjm

Zetev smo nadalje ogistili na moénem kationskem izmenjevalcu, in sicer monolitski koloni
CIM® SOs. Z metodo NTA in testom hemaglutinacije smo analizirali Zetev. Analizirali smo
frakcije kromatografskega c¢iscenja, ki so naslednje: FT je bila frakcija, v kateri so bile
komponente Zetve, ki se niso vezale na nosilec, v eluciji E1 smo pricakovali o¢isc¢en virus, V
eluciji E2 pa morebitne sledove virusa in necistoce, kot je DNA. 1z pridobljenih podatkov
smo izracunali izkoristke CiSCenja celotnega procesa in izkoristke v posameznih frakcijah
glede na zetev (Preglednica 7).
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Preglednica 7: Ugotavljanje celokupnega $tevila virusnih delcev v vzorcih, o¢is¢enih na monolitski koloni
CIM® SO; z metodo NTA in testom hemaglutinacije.

NTA HA
Velikost C Stevilo .

virusni . (0} m tevilo (0]

irusnih (delciml) | delcev Y (%) HA (HA/mI) | Stevilo HA | Y (%)
delcev (nm)
V(ml)
Zetev| 15 184 6,0x10° | 9,1x10° 128 192

FT 2,9 138 41x10°% | 1,2x10° 13,1 <1 <1 <1
El 1,0 167 58x10° | 58x10° 64,5 128 128 66,7

E2 1,2 228 15x10% | 1,7x108 1,9 4 48 24
¥ 79,5 ¥ 69,1

Izkoristek procesa je pri metodi NTA je znasal 79,5 %, izkoristek procesa pri testu
hemaglutinacije pa 69,1 %. Izkoristek FT je bil, glede na Zetev, v FT 13,1 %, v eluciji E1 pa
64,5 %. lzkoristke smo ovrednotili na podlagi meritev z metodo NTA. S testom
hemaglutinacije smo ovrednotili izkoristek E1, ki je bil 66,7 %, v FT pa virusa nismo zaznali.
Izkoristka elucij E2 sta bila pri obeh metodah minimalna (Preglednica 7).

Hkrati smo z metodo NTA ugotavljali tudi velikost virusov influence v posameznih frakcijah.
Velikost virusov influence je bila v zetvi 184 nm, v 1FT1 138 nm, v 1E1 167 nm in v 1E2 228
nm (Preglednica 7).

4.3.2 Vpliv odtajanja in zamrzovanja na velikost in koncentracijo virusov influence

Zetev influence smo tako kot adenoviruse shranjevali na -80 °C. Virusni pripravek smo pred
vsakim zafetkom dela odtajali. Po kon¢anem delu smo jih ponovno zamrznili na -80 °C.
Ugotavljali smo, kako temperaturno nihanje vpliva na velikost in koncentracijo virusnih
delcev. Meritve smo izvajali enkrat na dan (Preglednica 8).

Ugotovili smo, da je bila povpre¢na koncentracija 1,4 x 10 virusnih delcev/ml, koeficient
variacije pa 50 %. Povprecna velikost virusnih delcev je bila 190 nm in koeficient variacije 67
% (Preglednica 8).
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Preglednica 8: Vpliv odtajanja in zamrzovanja nihanja na velikost in koncentracijo virusov influence.

C (virusni C (virusni Velikost virusnih | Povpreéna velikost virusnih
delci/ml) delci/ml) delcev (nm) delcev (nm)
DAN 1 1,0 x 10% 182
DAN 2 9,4 x 10° 209
1,4 x 10%° 190,5
DAN 3 2,1 x10% 184
DAN 4 1,5 x 10% 187
STDV 5,2 x 10° 12,5
KV (%) 50 67

4.3.2.1 Vpliv uporabe ultrazvocne kopeli in vibracijskega mesala na koncentracijo in velikost
virusov influence

Podatki v literaturi navajajo, da je velikost virusov influence od 80 do 120 nm. Izmerili smo,
da je bila povprecna velikost virusov 190 nm. Razlike med nasimi meritvami in vrednostmi v
literaturi smo razlagali kot moznost agregacije. Zetev smo tretirali z ultrazvokom in z
meSanjem na vibracijskem mesalu.

Ugotovili smo, da je bila koncentracija virusov v zetvi 5,7 x 10 virusnih delcev/ml.
Koncentracija se je po tretiranju z ultrazvokom povecala za 24 % in velikost za 3 %, medtem
ko se je koncentracija po meSanju z vibracijskim mesalom povecala za 37 %, velikost pa
zmanj$ala za 1 % (Preglednica 9 in Slika 7).

Preglednica 9: Vpliv uporabe vibracijskega meSala in ultrazvoka na velikost in koncentracijo

agregiranih virusov.

C (virusni delci/ml)

Velikost virusnih delcev (nm)

Zetev 5,7 x 10%° 189
tretiranje z ultrazvokom 7,1 x 10 195
meSanje z vibracijskim 7.8 x 101 187

mesalom
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Mesanje Zetve vibracijskim meSalom.

Tretiranje Zetve z ultrazvokom.

Slika 7: Vpliv tretiranja Zetve z ultrazvokom ter mesanja z vibracijskim mesalom na velikost in
koncentracijo virusov.

44  UGOTAVLJANJE VELIKOSTI IN KONCENTRACHNE BAKTERIOFAGOV

Bakteriofagi so sestavljeni iz kapside, ki vsebuje virusni genom, in repka, s katerim se
pritrjuje na bakterijsko celico.

Z metodo NTA smo ugotavljali celokupno Stevilo virusnih delcev v bakterijskem lizatu, ki
smo ga koncentrirali s postopkom tangencialne filtracije. Pri analizi bakteriofagov smo
uporabljali alternativno osvetlitev in s tem povecali prag zaznave, saj smo samo tako lahko
analizirali bakteriofage. Z metodo plakov smo ugotavljali, kaksno je Stevilo infektivnih
virusnih delcev.

Z elektronskim mikroskopom smo merili velikost bakteriofagov. Ugotovili smo, da je bila
velikost glave 90 nm, dolzina repa pa 180 nm (Slika 8). Z metodo NTA smo ugotovili, da je
bila povprecna velikost bakteriofaga 104 nm (Preglednica 10).
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Slika 8: Mikrografija lambda faga (foto: TuSek-Znidari¢ M.).

Zetev smo filtrirali skozi kombinacijo 0,8 in 0,45 um filtra (Sartopore 2 300; 0.8/0.45 pm,
PES). S tangencialno preto¢no filtracijo smo bakterijski lizat koncentrirali na dveh tipih
membran; Pellicon XL 10.000 NMWC (spiralni modul) in Hollow Fiber, 750.000 NMWC
(modul z votlimi vlakni). Volumen bakterijskega lizata smo koncentrirali iz 250 na 26,5 ml.
Celokupno $tevilo virusnih delcev smo ugotavljali z metodo NTA, stevilo infektivnih virusnih
delcev pa z metodo plakov. Na podlagi pridobljenih rezultatov obeh metod smo ocenili tudi
izkoristke koncentriranja.

Ugotovili smo, da je bilo celokupno Stevilo delcev v koncentratu, pripravljenem na membrani
Pellicon XL 10.000 NMWC, 3,02 x 10° virusnih delcev/ml, v koncentratu, pripravljenem na
membrani Hollow Fiber, 750.000 NMWC, pa 2,92 x 10° virusnih delcev/ml (Preglednica 10).
Izkoristek koncentriranja na membrani Pellicon XL 10.000 NMWC je bil 95 %, na membrani
Hollow Fiber 750.000 NMWC pa 91 %. Koncentracija bakteriofagov je bila v koncentratih
desetkrat vecja kot v zetvi.

Stevilo infektivnih bakteriofagov smo ugotavljali z metodo plakov. Izrazali smo ga v enotah
PFU/ml. Enota pomeni Stevilo izrazenih plakov na trdnem gojisc¢u. Upostevali smo tiste
plosce, na katerih smo opazili od 30 do 300 plakov (Slika 9).
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Slika 9: Razviti plaki na agarni plos¢i

Koncentracija infektivnih virusnih delcev je bila v Zetvi 4,7 x 10° PFU/mI, v koncentratu,
pripravljenem na membrani Pellicon XL 10.000 NMWC, 6,1 x 10'® PFU/ml, v koncentratu,
pripravljenem na membrani Hollow Fiber 750.000 NMWC, pa 3,7 x 10° PFU/mI
(Preglednica 10). Izkoristka metode plakov sta bila 146 % in 82 % (Preglednica 10).

Velikost bakteriofagov je v koncentratih nekoliko narasla.

Preglednica 10: Analiza koncentratov in Zetve, ki smo jih pripravili s tangencialno preto¢no filtracijo, z

metodo NTA.
NTA PA
. . . . . Infektivni
Celokupni delci Izkoristek Povprecna velikost delci koristek (9
(virusni delci/ml) (%) (nm) elci |zkoristek (%)
(PFU/mI)
Zetev 3,4 x 10" 103 4,7 x 10°
Koncentrat
(Pelicon XL 3,0 x 10" 95 108 6,6 x 10™° 146
membrana)
Koncentrat
(Hollow fiber 2,9 x 10" 91 107 3,7x10% 82

membrana)
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Izracunali smo tudi razmerje med celokupnimi in infektivnimi bakteriofagi. Razmerje delcev
v zetvi je bilo 7 : 1, v koncentratu, pripravljenjem na Pellicon XL membrani, 5 : 1 in v
koncentratu, pripravljenem na Hollow Fiber membrani, 7 : 1.

45  UGOTAVLJANJE VELIKOSTI IN KONCENTRACWE VIRUSNIH DELCEV V
USTEKLENICENI VODI

Naklju¢no smo izbrali pet razli¢énih znamk ustekleni¢enih vod, v plasticni embalazi, in
ugotavljali koncentracijo virusnih delcev v vodi z metodo NTA. V vzorcih nismo zaznali
virusnih delcev. Zato smo izbrali le enega in mu dodali virusni standard s koncentracijo 2,78 x
10" virusnih delcev/ml, da bi ugotovili morebitno napako meritve (Preglednica 11).

20 pl virusnega standarda smo dodali v 980 pl vode in izmerili koncentracijo 5,51 x 10°
virusnih delcev/ml. Teoreti¢na koncentracija virusnega standarda je bila 5,6 x 10™ virusnih
delcev/ml. Pri meritvi virusnega standarda smo naredili samo 10 % napako (Preglednica 11),
ki smo jo ovrednostili s pomocjo enacbe:

Ocena napake = 100 % — (M) + 100 % .(4)

ST teoretitno

Preglednica 11: Ugotavljanje koncentracije virusnih delcev v pitnih vodah z dodajanjem virusnega
standarda (C st = koncentracija standardnega dodatka ).

C vzorca (delci/ml) C 5T teoretitno (delci/ml) C sT izmerjeno (delci/ml) Ocena napake (%0)

Voda 0,00 x 108 5,6 x 108 5,1 x 108 10
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Skladno z namenom diplomskega dela, ki je bil ovrednotiti nespecificno metodo za
ugotavljanje koncentracije in velikosti razlicnih virusnih delcev, smo merili velikost in
koncentracijo lateksnih delcev, adenovirusov, virusov influence in bakteriofagov.

5.1 RAZPRAVA

Kontrola bioloskih procesov skoraj vedno vkljuuje bioloske tehnike, ki imajo vecjo
variabilnost kot fizikalno-kemijske spremenljivke, zato je v proizvodnji bioloskih produktov
Se posebej pomembna kontrola vseh faz procesa. Razpolozljive metode so obicajno tudi zelo
dolgotrajne. Zato je v proizvodnji bioloskih produktov Se posebej pomembna medprocesna
kontrola, saj dolo¢ene pomanjkljivosti bioloskih procesov ne morejo biti razvidne iz kon¢nega
produkta (Withington, 2001).

Metoda, ki jo najpogosteje uporabljamo za ugotavljanje celokupnega Stevila virusnih delcev,
je metoda z dinami¢nim razprSevanjem svetlobe (Boyd in sod., 2011), kjer merimo gostoto
razprSene svetlobe delcev. Pri nehomogenem vzorcu je gostota razprSene svetlobe delcev, ki
jih je najvec, ve¢ja od gostote razprSene svetlobe delcev, ki jih je manj. Posledi¢no prihaja do
napake pri kon¢nem rezultatu. Nasprotno pri metodi NTA sledimo posameznim delcev in se
izognemo napaki, ki je pogosta pri metodi DLS.

5.1.1 Optimizacija metode NTA z uporabo lateksnih delcev

Z metodo smo ugotavljali velikost in celokupno $tevilo razli¢nih virusnih delcev. Velikost
smo ugotavljali na podlagi referenénih lateksnih delcev. Parametre instrumenta Nanosight®
smo prilagajali po navodilih proizvajalca, ki je zastavil dva kriterija za ustrezno meritev, in
sicer §tevilo delcev v prvem okvirju, ki je moralo biti med 20 in 60, in Stevilo zaklju¢enih
poti, ki je moralo presegati 200 (Preglednica 1). Za doseganje omenjenih kriterijev smo
prilagajali zaklop, svetlost, ojacanje, zamegljenost in prag zaznave (Slika 4), od Cesar je v
veliki meri odvisen konéni rezultat, kar so potrdili tudi Fillipe in sod. (2011).

Zastavili smo tudi tretji kriterij, ki smo ga upoStevali pri ustreznosti meritve, in sicer razmerje
med teoretiCnim ter meritvenim faktorjem. Teoreti¢ni faktor smo definirali kot koli¢nik med
vi§jo in niZjo razred¢itvijo, medtem ko smo meritveni faktor definirali kot kolicnik med
koncentracijama nizje in visje razredcitve (Preglednica 1).

Med seboj smo primerjali koncentraciji lateksnih delcev pri razred¢itvah 2000 in 3000.
Koncenracija je bila pri razredgitvi 2000 4,8 x 108 delcev/ml, pri razred&itvi 3000 pa 3,8 x 10°
delcev/ml. Teoreti¢ni faktor smo izracunali kot koli¢nik med 3000 in 2000, meritveni faktor
pa kot koli¢nik koncentracij 4,8 x 10° delcev/ml in 3,8 x 108 delcev/ml. Razmerje med njima
je znasalo 1,2 (Preglednica 1).

Na podlagi faktorjev smo ugotavljali, kaksna je korelacija med posameznimi razred¢itvami
istega vzorca lateksnih delcev in kasneje virusnih delcev. Za obmocje razmerja, ki je med 0,8
in 1,2, smo se odlocili na podlagi priporo¢il FDA, CDER in CMV (FDA, 2001). Kon¢ni
rezultat je bil povpre¢je dveh razredéitev, ¢e so razmerja ustrezala priporo¢enemu obmodcju
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(Preglednica 1). Omenjeno obmod¢je razmerij med teoreti¢nim in razredCitvenim faktorjem
smo upostevali tudi pri izraunih izkoristkov procesov Cis¢enja posameznih metod in pri
dodajanju standardnega dodatka, s katerim smo ocenjevali napako posamezne meritve.

Na podlagi meritev z metodo NTA smo ugotovili, da je bila povpre¢na velikost lateksnih
delcev 124 nm in njihova koncentracija 1,06 x 10° delcev/ml (Preglednica 1). Odstopanje od
velikosti in koncentracije, ki jo je dolocil prozvajalec, je bilo zanemarljivo.

Nastavitve, Ki jih je predlagal proizvajalec, so bile ustrezne. Zaradi pove€anja zanesljivosti pri
izboru ustrezne koncentracije, smo uvedli Se tretji kriterij, in sicer razmerje med teoreti¢nim
in meritvenim faktorjem.

5.1.2 Ugotavljanje koncentracije in velikosti adenovirusov

Podobne nastavitve NTA instrumenta smo uporabljali pri ugotavljanju velikosti in
koncentracije adenovirusov, virusov influence in bakteriofagov. Velikost adenovirusov smo
najprej ovrednotili z elektronskim mikroskopom in ugotovili, da je bila povpre¢na velikost
med 90 in 100 nm (Slika 5), kar je v skladu z literaturnimi podatki (Renteria in sod., 2010).

5.1.2.1 Vpliv MOI na koncentracijo adenovirusov

Multipliciteta infektivnosti je parameter, s katerim lahko vplivamo na optimizacijo
namnozevanja adenovirusov (Brand, 1999) Primerjali smo koncencentracije celokupnih in
infektivnih virusnih delcev pri MOI 10 in MOI 50, ki smo jih ovrednotili z EPD testom.
Koncentracija infektivnih adenovirusov je bila pri MOI 10 vecja kot pri MOI 50. Razmerje
med koncentracijama celokupnih in infektivnih virusnih delcev je bilo 42 : 1 (Preglednica 2).
V literaturi se pojavljajo razli¢na razmerja, ki S0 odvisna od postopkov ¢is¢enja in smernic, Ki
dolocajo kakovost produkta. Dormond in sod. (2003) so porocali, da mora biti razmerje med
celokupnim $tevilom virusnih delcev in infektivnih virusnimh delcev manjse od 30:1. Ce je
temu tako, potem je virusni material potencialno primeren za uporabo v klini¢ne namene.

5.1.2.2 Spremljanje kromatografskega ¢iS¢enja adenovirusov z metodo NTA

Z metodo NTA smo ugotovili, da je bila povpre¢na velikost adenovirusov v zetvi 120 nm,
koncentracija pa 3,4 x 10 virusnih delcev/ml (Preglednica 3). 1z Slike 5 je razvidno, da je
bila velikost adenovirusov med 80 in 90 nm, kar navajajo tudi Renteria in sod. (2010).
Razliko v velikostih lahko razlagamo kot posledico ostankov celi¢nih nukleinskih kislin,
zaradi Cesar se poveCa hidrodinamski premer ali pa kot moznost nastanka agregatov. Prav
tako smo preverili morebitno napako pri ugotavljanju koncentracije adenovirusov, in sicer z
dodajanjem standardnega dodatka. Napaka meritve je znaSala 16 % (Preglednica 3), kar je
bilo prav tako sprejemljivo glede na priporocila FDA (FDA, 2001).

Preden smo zetev ocistili na mo¢nem anionskem izmenjevalcu, Smo virusni pripravek tretirali
z nukleazo. S tem smo predhodno zagotovili moznost vecje stopnje Cistosti v koncnem
produktu (Merck, 2012). Ugotovili smo, da je bila povpreéna velikost adenvirusov v Zetvi po
tretiranju z nukleazo 115 nm (Preglednica 4). Po pri¢akovanjih bi se koncentracija celokupnih
virusnih delcev v Zetvi z dodano nukleazo morala povecati, velikost virusnih delcev pa
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zmanjSati. Nukleaza u¢inkuje tako, da razgrajuje ostanke nuleinskih kislin, ki se lahko vezejo
na kapside adenovirusov in tvorijo komplekse (Renteria in sod., 2010). Pri nasih
eksperimentih se je velikost virusa zmanjsala za 5 %, kar smo izracunali na podlagi podatkov
iz Preglednice 4. Nepricakovano pa se je znizala tudi koncentracija celokupnih virusnih
delcev (Preglednica 4). Znizana koncentracija je lahko posledica razgradnje virusov in/ali
adhezije na povrsino materiala, v katerem smo hranili virus in ga tudi mesali (Huguet, 2012;
Renteria in sod., 2010). Tudi porazdelitvena krivulja koncentracije in velikosti, je po
dodajanju nukleaze, nakazovala trend vecje homogenosti. Za potrditev domneve so potrebni
dodatni eksperimenti.

Po ocis¢enju Zetve adenovirusa s kromatografsko metodo smo na podlagi rezultatov, ki smo
jih pridobili z metodo NTA in EPD testom, ocenili uc¢inkovitost metode. Metodi sta razli¢ni,
zato smo ju med seboj lahko primerjali le posredno. Tudi deleZ eluiranega virusa je bil v

v

5.1.2.3 Vpliv zamrzovanja in odtajanja na koncentracijo in velikost adenovirusov

Ugotovili smo, da sta se v postopku zamrzovanja in odtajanja velikost in koncentracija
nekoliko spreminjali. Velikost se je povecala za 10 %, koncentracija znizala za 10 %
(Preglednica 6). Opazili smo trend, ki nakazuje na morebitno zaetno stanje agregacije.
Vendar pa so to domneve, ki bi jih bilo potrebno Se raziskati in potrditi.

5.1.3 Ugotavljanje velikosti in koncentracije virusov influence

Na podlagi mikrografije Zetve virusov influence smo ugotovili, da je njihova velikost 200 nm
(Slika 6). Z metodo NTA smo ugotovili, da je bila povpre¢na velikost 190 nm (Preglednica
7). Velikosti, ki smo ju ugotovili na podlagi zgoraj omenjenih metod, sta med seboj
primerljivi. Glede na literaturne podatke je razlika v velikostih precejsnja, saj navajajo
velikost med 80 in 120 nm (Urbas, 2011). Odstopanje v velikostih je lahko posledica
inaktivacije z B-propionlaktonom, saj se virus med tem poskoduje.

5.1.3.1 Spremljanje kromatografskega ¢iS€enja virusov med kromatografskim ciS¢enjem z
metodo NTA

Virusni pripravek smo o€istili na mo¢nem kationskem izmenjevalcu in med seboj primerjali
izkoristke procesa in vsebnost virusov v frakcijah (Preglednica 7). Primerjali smo rezultate
dveh razlicnih metod, in sicer metode NTA ter testa hemaglutinacije. Z obema smo
ugotavljali celokupno Stevilo virusnih delcev (Preglednica 7).

V elucijah E1 in E2 so bili izkoristki glede na zetev pri obeh metodah skoraj enaki. Najvecja
razlika v izkoristkih se je pojavila v FT frakciji. Na podlagi podatkov, ki smo jih pridobili z
metodo NTA, smo izraCunali izkoristek, ki je znasal 13 %, medtem ko smo na podlagi
podatkov, pridobljenih s testom hemaglutinacije ugotovili, da virusa nismo zaznali
(Preglednica 7).

Vzrok za odsotnost virusa je lahko posledica obcutljivosti testa hemaglutinacije. Jia in sod.
(2008) so v ¢lanku navajali, da je obcutljivost testa hemaglutinacije odvisna od dodajanja
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vrste eritrocitov. Pri naSem eksperimentu smo uporabljali kokosje eritrocite, medtem ko so Jia
in sod. (2008) uporabljali eritrocite konjev. Dokazali so, da so z dodajanjem konjskih
eritrocitov povecali obcutljivost testa hemaglutinacije. Predlagali so, da bi lahko bila uporaba
omenjenih eritrocitov standardna.

Velikost virusnih delcev se je v postopku kromatografskega ¢isCenja spreminjala. V FT
frakciji so bili virusi najmansi, in sicer 138 nm (Preglednica 7). Lahko bi sklepali, da so bili
virusi razgrajeni. Omenjen dejavnik inhibira aglutinacijo. V frakciji E1 so bili delci najvedji,
in sicer 228 nm, kar nakazuje na moznost agregacije (Preglednica 7). Vse domneve in
ugotovitve smo zapisali neposredno s pomocjo rezultatov metode NTA. Na podlagi
rezultatov, ki smo jih pridobili s testom hemaglutinacije, to ni bilo mogoce, kar nakazuje na
prednost metode NTA.

Na podlagi pridobljenih rezultatov smo metodi lahko primerjali, posredno, z izraGunanimi
izkoristki elucij. lzkoristek elucije, ki smo ga izracunali na podlagi pridobljenih rezultatov z
metodo NTA, je bil visji kot pri testu hemaglutinacije. Zato bi lahko koncentracijo virusnih
delcev v vzorcih ugotavljali z metodo NTA in s se s tem izognili veckratnemu pipetiranju.
Prav tako bi se izognili vizualnemu odc¢itavanju pozitivnih rezultatov in preracunavanju titra.

5.1.3.2 Vpliv odtajanja in zamrzovanja na velikost in koncentracijo virusov influence

Tako kot adenovirusi so tudi virusi influence podvrzeni k agregaciji, tako v proizvodnih
postopkih kot zakljuénih procesih. Svetovna zdravstvena organizacija (WHO, 2002) je
porocala, da temperatura vpliva na fiziolosko stanje virusnega pripravka. Z dodajanjem
ciklodekstrinov v proizvodnji virusnih cepiv zmanjSujejo oziroma prepreujejo agregiranje
virusnih delcev. Tudi v nasem primeru je zamrzovanje in odtajanje vplivalo na velikost in
koncentracijo virusnov influence (Preglednica 9). Razlike v koncentracijah in velikostih so se
pojavile med posameznimi dnevi. Najbolj izstopa DAN 2. Velikost virusov je glede na ostale
dneve najvecja, hrati pa je koncentracija najmanjSa. Ostali dnevi so med seboj dokaj
primerljivi. Koeficienta variacije in velikosti sta precej visja kot pri adenovirusih. Lahko bi
sklepali, da so virusi influence bolj nagnjeni k agregaciji kot adenovirusi. K temu bi lahko
pripomogla tudi inaktivacija virusov influence z B-propionlaktonom, vendar bi morali
eksperiment nacrtovati drugace in bolj kompeksno.

5.1.3.3 Vpliv uporabe ultrazvo¢ne kopeli in vibracijskega mesala na koncentracijo in velikost
virusov influence

Virusi influence so bili med proizvodnjo inaktivirani z B-propionlaktonom, pri ¢emer prihaja
do deformacije virusov in spremembe njihove velikosti. Ugotovili smo tudi, da zamrzovanje
in odtajanje vpliva na koncentracijo in velikost. Prav tako je bila razlika v velikosti virusov
influence, glede na literatune podatke, velika. Zeleli smo ugotoviti, kako na velikost in
koncentracijo vpliva tretiranje z ultrazvokom in meSanje na vibracijskem mesalu. Velikost
virusov se Vv obeh primerih ni bistveno spremenila, povecala pa se je koncentracija
(Preglednica 9). Na Sliki 7 smo prikazali spreminjanje porazdelitvene funkcije velikosti in
koncentracije virusnih delcev. V primeru uporabe vibracijskega mesala je razvidna vecja
homogenost virusnih delcev v Zetvi. Porazdelitvena krivulja (rumena ¢rta, Slika 7) je brez
prevojev in ima samo en maksimum, medtem ko je pri zetvi, ki smo jo tretirali z ultrazvokom,
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porazdelitvena krivulja s prevojem in dvema maksimumoma (oranzna ¢rta, Slika 7). Uporaba
vibracijskega mesala pripomore k vecji homogenosti raztopine z virusi, vendar bi bilo za
pojasnhitev mehanizmov potrebno izvesti dodatne raziskave.

5.1.4 Ugotavljanje velikosti in koncentracije bakteriofagov

Ugotovili smo, da je bila povpre¢na velikost A bakteriofagov 104 nm, kar smo ovrednotili z
metodo NTA (Preglednica 10). Velikost glave bakteriofaga na mikrografiji je bila 80 nm,
velikost repa pa 150 nm (Slika 8). Do razlike v velikostih prihaja zaradi tega, ker z metodo
NTA dolo¢imo hidrodinamski premer, ki je teoreti¢ni premer delca, ¢e bi bil sfericne oblike
(Gallego-Urreain sod., 2011).

5.1.4.1 Spremljanje velikosti in koncentracije bakteriofagov v postopku koncentriranja

V diplomskem delu smo ugotavljali koncentracijo fagov v mediju tekom koncentriranja s
tangencialno preto¢no filtracijo. Uporabljali smo dva razliéna membranska modula, in sicer
plos¢ni modul ter spiralni modul. Z metodo NTA smo ugotavljali, ali prihaja do razlik med
koncentracijami v pripravljenih koncentratih. Postopek koncentriranja smo ovrednotili tako,
da smo analizirali Zetev in koncentrat, ki smo ju pripravili na dveh tipih membran. VV obeh
koncentratih je bila koncentracija virusnih delcev vecja skoraj desetkrat, kar smo izrac¢unali na
podlagi podatkov v preglednici 10. Zagetni volumen Zetve smo zmanjsali desetkrat, in sicer iz
250 ml na 26,5 ml. Na podlagi pridobljenih podatkov smo primerjali izkoristka metod, ki sta
bila oba okrog 90 % (Preglednica 10).

Z metodo plakov smo ugotavljali deleZ infektivnih virusnih delcev. Nato smo izracunali
izkoristke metode in ugotovili, da je bil izkoristek pri koncentratu pripravljenem na Pelicon
XL membrani 146 %, pri koncentratu, pripravljenem na Hollow fiber membrani pa 81 %
(Preglednica 10). V primeru koncentrata, ki smo ga pripravili na Pelicon XL membrani, je
izkoristek metode previsok, kar kaze na slabosti metode. Izbolj$anje bi dosegli z velikim
Stevilom ponovitev in hkrati izjemno inetnzivnim delom. Prav tako je tudi vizualno
od¢itavanje razvitih plakov posledica subjektivne presoje (Slika 9). V tem primeru je
klju¢nega pomena, da imamo na voljo metodo, s katero lahko, v relativno kratkem ¢asu,
primerjamo metodo plakov, v nasem primeru z metodo NTA.

5.1.5 Odkrivanje virusov v usteklenic¢eni vodi

Virusi, ki so prisotni v pitni vodi, so bolj rezistentni na dezinfekcijska sredstva kot bakterija
rodu E. coli. Parameter odsotnosti E. coli ni zanesljiv pokazatelj odsotnosti ali prisotnosti
virusov v pitni vodi. Zaradi vecje rezistence so bili kot boljsi indikatorji za prisotnost virusov
v pitni vodi predlagani enterokoki in spore bakterij Clostridium perfringensa (ZZV MS,
2012a).

Obstojece metode za detekcijo virusov v pitni vodi temeljijo na principih molekularnega
nivoja. V pregledu literature smo omenili, da je detekcija virusnih delcev problemati¢na, ker
so v mediju prisotni v nizkih koncentracijah. Zato smo zeleli ugotoviti, ali je metoda NTA
primerna za kvantifikacijo virusov v ustekleni¢enih vodah. V petih naklju¢no izbranih vzorcih
pitne vode nismo zasledili virusov (Preglednica 11). Da bi lahko potrdili nas§e domneve, smo
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naklju¢no izbrani ustekleni¢eni vodi dodali virusni standard. Ocenili smo, da smo naredili 10
% napako, kar je bilo v obmocju intervala, ki ga je priporocila FDA.

Sklepali smo, da bi bila metoda NTA primerna za ugotavljanje koncentracije in velikosti
virusnih delcev, &e bi bila koncentracija le-teh okrog 3,80 x 10® delcev/ml, kar je spodnja
meja detekcije z metodo NTA. Proizvajalec je definiral spodnjo mejo detekcije pri 5 x 10’
delcev/ml vendar pa pri tej koncentraciji ne izpolnjujemo treh kriterijev, ki smo jih zastavili
za ustrezno izbrano koncentracijo. Podatki so navedeni v Preglednici 1, v kateri smo z
meritvami koncentracij lateksnih delcev, definirali spodnjo in zgorno mejo detekcije metode.
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5.2  SKLEPI

Na podlagi naSega dela lahko sklepamo slednje:

e Metoda NTA z instrumentom NanoSight® omogoca ugotavljanje koncentracije in
velikosti razli¢nih virusnih delcev in stanj agregiranosti le-teh.

e Metoda ni primerna za analizo neznanih vzorcev, ki vsebujejo virusne delce.

e Metoda bi bila primerna za analizo prisotnosti virusov v pitni vodi, ¢e bi koncentracija
virusnih delcev v vodi presegala 3,80 x 10® virusnih delcev/ml.

e Metoda je primerna za analizo laboratorijskih vzorcev, ni pa primerna za analizo
okoljskih heterogenih vzorcev.

e Metoda je ponovljiva in robustna, kar je bilo potrjeno z nasim delom in tudi s strani
proizvajalca.

e Z metodo NTA lahko uspesno sledimo in kontroliramo procese ¢iS€enja virusov.
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6 POVZETEK

Virusi so mikroskopsko majhni infektivni delci, ki so veliki od 20 do 300 nm in nimajo
sistemov za sintezo lastnih sestavin. Njihovo razmnoZevanje lahko poteka le znotraj
gostiteljske celice. Uporabljajo se kot vektorji pri prenosu genskega materiala v genski
terapiji, pri pripravi cepiv in protimikrobnih sredstev ali tudi kot alternativa antibiotikom
(bakteriofagi). V proizvodnji bioloskih produktov je Se posebej pomembna medprocesna
kontrola, saj je ponovljivost bioloskih procesov naceloma slaba, zaradi ¢esar znanstveniki in
biotehnoloska podjetja neprestano stremijo k izboljSanju metod, tehnik in procesov ¢is¢enja
ter detekcije virusnih delcev. Kvantifikacija celokupnih in infektivnih virusnih delcev ter
agregiranih virusnih delcev je v vsaki fazi procesa gojenja in ¢iséenja izredno pomembna in
kriticna. Najbolj pogoste metode za ugotavljanje Stevila infektivnih virusnih delcev so:
metoda plakov, test konéne razredCitve in metoda 50-odstotnega infektivnega odmerka na
tkivni kulturi. Metode, ki jih najpogosteje uporabljamo za ugotavljanje celokupnega Stevila
virusnih delcev, so: metoda dinami¢nega razprSevanja svetlobe, test hemaglutinacije,
opazovanje pod presevnim elektronskim mikroskopom, encimskoimunski test, frakcioniranje
v tokovnem polju, kromatografske tehnike in spektrofotometricna detekcija, kvantitativna
verizna reakcija s polimerazo in metoda sledenja nanodelcem (NTA). V diplomskem delu
smo ovrednotili metodo NTA in sledili velikosti ter koncentraciji razli¢nih virusnih delcev. Z
metodo smo ugotavljali celokupno $tevilo virusnih delcev in njihovo velikost. Za optimizacijo
metode smo najprej analizirali referen¢ne lateksne delce, ki so bili veliki 120 nm, njihova
koncentracija pa je bila 1,05 x 10™ delcev/ml. Zastavili smo tri kriterije, ki smo jih upostevali
pri konéni izracunani koncentraciji virusnih delcev in velikosti: stevilo delcev je moralo biti v
prvem okvirju med 20 in 60, stevilo zakljuc¢enih poti nad 200, odstopanje med rezultati pa do
20 %. Spodnja meja detekcije je pri koncentraciji 3,80 x 10 delcev/ml, zgornja pa pri 9,9 x
10*? delcev/ml. Napake meritev smo preverjali z dodajanjem standardnega dodatka. Metoda
NTA je primerna za ugotavljanje razli¢nih virusnim delcev, in sicer adenovirusov, virusov
influence ter bakteriofagov. Ugotavljali smo razmerja med celokupnimi in infektivnimi
adenovirusi. Z metodo EPD smo dolo¢ili koncentracijo infektivnih virusnih delcev, ki je bila
manjsa od koncentracije celokupnih. Razmerje se uporablja kot parameter za oceno kakovosti
virusnega materiala. Z dodajanjem standardnega dodatka smo ocenili napako meritve, ki je
znaSala okrog 15 %. Prav tako smo ovrednotili celoten postopek c¢iscenja zetve virusov
influence. Izkoristek procesa smo izracunali na podlagi podatkov iz metode NTA in testa
hemaglutinacije in je znasal okoli 70 %, zaradi ¢esar bi lahko metoda NTA bila alternativa
testu hemaglutinacije. Stevilo celokupnih virusnih delcev je bilo pri¢akovano visje od §tevila
infektivnih virusnih delcev. Stevilo infektivnih bakteriofagov smo ugotavljali z metodo
plakov. lzkoristki celotnega procesa so bili okoli 90 %. Kon¢ni volumen pripravka smo
zmanjsali na desetino zaCetnega. Temu primerno se je povecala tudi koncentracija
bakteriofagov, in sicer desetkratno. Metoda bi bila lahko primerna za analizo prisotnosti
virusov v pitni vodi, ¢e bi bila koncentracija virusnih delcev v vodi najmanj 3,80 x 10%
virusnih delcev/ml. Metoda je primerna za analizo heterogenih vzorcev, ki vsebujejo virusne
delce, tako na podroéju zivil, zdravil in okolja. Ce so virusni delci sferi¢ne oblike, je primerna
tudi za ugotavljanje njihove velikosti in ne samo koncentracije.
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PRILOGE

Priloga A : Primer porocila, ki smo ga pridobili s programsko opremo NTA, v katerem so
razvidni izmerjeni in izracunani podatki.
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