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Az MRIGlobal 6rommel kiildi el Onnek az Aurabet Technology Limited részére késziilt
levéljelentést, melynek cime ,,Az antivirussal bevont olvadékfavott rost SARS-CoV-2 elleni
értékelése”. A projekt célja annak a kideritése volt, hogy a Media sziird Virusfilter AG+™
virusellenes 1égszliré technikaval ellatva képes-e in vitro meggatolni a SARS-CoV-2
novekedését. 200 pl virustorzset adtunk hozzé kontrollként az X bevonattal ellatott vagy
bevonat nélkiili olvadékfuvott rost kuponokhoz. 30 perc elteltével a kuponokrol begyiijtottiik
a virusokat (ha voltak) és Vero E6 sejtekhez adtuk dket. Majd 5 nappal a tesztelés utdn
megvizsgaltuk dket, hogy mutatnak-e citopatias hatasokat (CPE). Citotoxicitast az X
kezelésnél tapasztaltuk, a kontroll mintdknal azonban nem. A citotoxicitast kovetd 30 perc
elteltével nem figyeltiink meg CPE-t az X-kezelt mintak mintéinal.

1. Eredmények osszefoglalasa

A 311664.01.001 szamu projekt célja annak a kideritése volt, hogy a Media sziiré Virusfilter
AG+™ virusellenes 1égsziir6 technikéaval ellatva képes-e in vitro meggatolni a SARS-CoV-2
novekedését. Az MRIGlobal a virus USA-WAT1 /2020 torzsét hasznalta fel, amelyet a BEI
Resources-tol szereztek be (NR-52281). Ez Vero E6 sejtekkel lett szaporitva (ATCC CRL-
1586), tovabba ezek a sejtek a semlegesitési vizsgalat soran is felhasznalasra keriiltek. A Vero
E6 sejteket 5% FBS-sel (Fetal Bovine Serum- magzati szarvasmarha szérum) és PSN-vel
(penicillin, sztreptomicin és neomicin) kiegészitett Dulbeco-féle Eagle tapkozeg / F12-ben
tenyésztettiik.

A Vero E6 sejteket a vizsgalatot megeldz6 napon 96 iiregli lemezekre szétteritettiik és
hagytuk 6ket ~60-70% kereszteztetésig novekedni. A vizsgalat napjan az olvadékfuvott rost
kuponok beoltottuk 200 pl virusalloméannyal és 30 percig allni hagytuk dket egy bioldgiai
biztonsagi szekrényben. A 30 perc elteltével 2 ml DMEM / F12 taptalajt adtunk a kuponokhoz
és a virus Ujraszuszpendalasanak eldsegitése érdekében sejtkapardval enyhén 6sszekarcoltuk a
sejteket. Egy tires 96 liregli lemezre mintakat helyeztiink és 1: 10 aranyban higitottuk a
lemezen DMEM / F12-ben. Ezeket a higitasokat ezutan egy Vero sejtlemezre vittiik,
eltavolitva a taptalajt. Minimum 15 perc elteltével FBS-sel kiegészitett DMEM / F12-et
adtunk a sejtekhez, hogy taplaljuk dket a kdvetkezd 5 napban. Ez a legalabb 15 perces



inkubacios periddus lehetdvé teszi a virus felszivodasat a sejtekben az FBS beavatkozasa
nélkiil. A tesztek citotoxicitasi ellendrzését virus hozzaadéasa nélkiil is elvégeztik. A
vizsgalatot minden esetben 6t ismétléssel végeztiik el.

5 nap elteltével a sejteket megvizsgaltuk a virus jelenlétével és replikaciojaval jard citopatias
hatas (CPE) jelenlétére. A vizsgalatot mikroszkop segitségével végezziik (10-szeres objektiv a
teljes megtekintéshez) és a sejtek alaktanjanak megfigyelésével. Az egészséges Vero sejtek
kissé atlatszoak, csipett vagy lekerekitett végekkel rendelkeznek, a sejtek kozott alig vagy
egyaltalan nincs hely. A CPE-t mutat6 elhalt sejtek gyakran nem tapadnak a lemezre, kerekek
¢s sokkal kisebbek, mint az €10 sejtek. JelentOs lires hely lathat6 a lemez aljan, ahol a sejtek
levaltak a felszinrdl. Barmely, a CPE-t megjelenité mélyedés pozitivnak mindsiil, fiiggetleniil
attol, hogy az egész, vagy csak egy kis része €rintett-e, mert ez az €letképes virus jelenlétére
utal.

Az X-kezelt kuponokbol kinyert mintak elsé higitasakor citotoxicitast figyeltek meg. Amikor
a taptalajt hozzdadtak az X kuponokhoz, voros szinrdl lilara valtozott, ami a pH emelkedésére
utal. A kontrollmintakon nem figyeltek meg citotoxicitast. Mivel a citotoxikus hatasok
megsziinése utan nem figyeltek meg CPE-t, nem tudjuk biztosan megmondani, hogy volt-e
virus a mélyedésekben, amelyek citotoxicitast mutattak, ez pedig korlatozza a virusredukcio
szamszerUsitését ezekben a mintakban. Az 5. nap olvasasai nem mutattak CPE-t egyetlen
teszten sem. Az 6sszes nem fertdzott kontroll egészséges maradt €s az 5 napos megfigyelési
id6szak alatt nem mutatott CPE-t. Az 1. tdblazat ezeket a megfigyeléseket Osszegzi. Az
eredményeket a Reed & Muench kalkulator segitségével szamitottuk ki (amit a BD
Lindenbach gyartott: ,,Sejtkultiraban és in vivo termelt HCV fert6zdképesség mérése”.
Methods Mol Biol. (2009) 510: 329-36). Az eredményeket Log csokkentéssel mutatjuk be az
id6zitett kontrollokhoz, valamint a SARS-CoV-2 fertézoképesség szazalékos csokkenéséhez
viszonyitva.

1. tablazat: A SARS-CoV-2 in vitro semlegesitésének eredményei bevont olvadékfiivott
rostokkal.
Kapcsolat : Atlagos A
Minta hes Logl0 | Atlagos & viruskontrollok | Szazalékos Log
ideje TCID50 Log10 N .
neve TCID50 | TCID50 Log csokkenés
(perc) TCID50 .. ,
csokkentése
X30-1 30 31.62 1.50
X30-2 30 31.62 1.50 31.62 1.50 3.33 99.95%
X30-3 30 31.62 1.50
C30-1 30 50118.72 4.70
C30-2 30 125892.54 | 5.10 | 75376.66 4.83
C30-3 30 50118.72 4.70

A kisérlet alapjan arra a kdvetkeztetésre juttottunk, hogy az X kezeléssel bevont
olvadékfuvott rost nagyon hatékonyan gatolja a Vero sejtek SARS-CoV-2 fertézését. Fontos
megjegyezni, hogy az X kezeléssel megfigyelt citotoxicitas korlatozza a virus szamat a
legnagyobb koncentracioban, ezért nem mondhatd el, hogy volt-e virus azokban a mintdkban,
amelyek citotoxicitast mutattak.




