Streszczenie

Wirus grypy (Influenza virus, 1V) nalezy do rodziny Orthomyxoviridae i dzieki swoim
zdolnosciom adaptacyjnym jest jednym z najgrozniejszych patogendw na swiecie. Wyrdznia
sie trzy typy wirusa grypy oznaczone jako A, B i C, przy czym gtownie typ A stanowi powazny
problem zdrowia publicznego, powodujac u ludzi ostre infekcje, przebiegajgce z wysoka
Smiertelnoscia wywotywane coraz czesciej przez szczepy dotychczas uznawane za
chorobotwércze jedynie u zwierzat. Dane epidemiologiczne z ostatnich lat wskazujg na
mozliwosé wystgpienia kolejnych szczepow pandemicznych. Tylko w XX wieku wirusy grypy
typu A wywotat 3 pandemie, ktdre pochtonety, jak szacuje Swiatowa Organizacja Zdrowia
(WHO) okoto 100 milionéw (!!!) ofiar.

Wedtug WHO, kazdego roku na infekcje wirusem grypy zapada nawet do 15%
spoteczenstwa (okoto 1 miliarda zachorowan), a s$miertelnos¢ z powodu komplikacji
pogrypowych moze dojs¢ nawet do 500 000 oséb rocznie. Na tle réoznorodnosci czynnikdéw
etiologicznych zaden inny patogen nie infekuje tak duzej czesci ludzkiej populacji i nie
prowadzi do tak duzych strat ludzkich. Ta ogromna ilo$¢ zachorowan odbija sie znaczgco na
gospodarce $wiatowej. Straty Produktu Swiatowego Brutto (PSB) liczy sie w setkach
miliondw, a nawet miliardow dolaréw rocznie. Jak wyliczono, w przypadku wybuchu
pandemii grypy Swiatowa gospodarka mogtaby zanotowa¢ nawet 2% spadek PSB. S3 to
niewyobrazalne straty ekonomiczne, ktére mogtoby pogtebi¢ sytuacje gospodarcza
wiekszosci panstw.

Wirus grypy typu A cechuje sie znaczacg tatwoscig adaptacji. Zdolnos¢ tg zawdziecza
bardzo duzej zmiennosci genetycznej wynikajacej z dwdch proceséw: pierwszy to dryft
antygenowy (przesuniecie antygenowe czyli spontaniczne mutacje w genomie wirusa,
bedace cechg charakterystyczng wszystkich RNA wiruséw), a drugi to reasortacja genowa
(przemieszanie sie segmentéw wirusa podczas koinfekcji w wyniku czego mogg powstawac
nowe warianty wirusa grypy — tak jak w przypadku szczepéw pandemicznych z 2009 roku).

Najwazniejszym rezerwuarem wszystkich szczepdw wirusa jest dzikie ptactwo, u
ktérych infekcje wirusowe przechodzg na ogdét bezobjawowo. Stanowig one gtéwne Zrddto
zakazenia ptactwa domowego jak i innych zwierzat. Podejrzewa sie, ze wszystkie szczepy

infekujgce ssaki, w tym ludzi, pochodzg od szczepdw wiruséow ptasich, ktére w drodze




adaptacji oraz mutacji uzyskaty zdolnos¢ infekowania innych organizmow. Zakazenia ptakow
dzikich nastepujg najczesciej bezobjawowo na drodze kontaktu bezposredniego z innym
chorym zwierzeciem lub poprzez kontakt z materiatem zawierajgcym wirusa np. odchodami.
Grype u ptakéw dzielimy na niskopatogenng , LPAI” (Low Pathogenic Avian Influenza),
czesto nie objawiajgcg sie symptomatycznie lub powodujgcy tagodne objawy ze strony

I”

uktadu oddechowego oraz wysokopatogenng ,HPAI” (Highly Pathogenic Avian Influenza),
ktdrg charakteryzuje wysoka infekcyjnos¢ i Smiertelnos¢ dochodzgcg do 100%. Wedtug
obowigzujgcych przepiséw weterynaryjnych w przypadku wykrycia zakazenia wirusem grypy
stada hodowlanego podlega ono catkowitej eksterminacji.

W zwigzku z faktem, iz wirus grypy jest tak groznym i zmiennym ludzkim patogenem
niezbedna jest intensyfikacja wtasciwej diagnostyki i monitoringu rozprzestrzeniania sie
choroby wsrdd ludzi i ptakéw, zwtaszcza podczas epidemii czy pandemii.

Drugim bardzo wainym patogenem ptakdéw jest wirus rzekomego pomoru drobiu
(wirus ND, NDV). Wirus ten jest cztonkiem rodziny Paramyxoviridae i podobnie jak u wirusa
grypy jego materiatem genetycznym jest jednoniciowe RNA o ujemnej polarnosci. Oba
wirusy majg podobng budowe morfologiczng, ale najwazniejsze i zarazem najbardziej
ktopotliwe dla lekarzy weterynarii sg niemal identyczne objawy jakie wywotujg oba wirusy w
przypadku infekcji. Wirus ND zostat podzielony ze wzgledu na swoja patogennos$é na trzy
typy: welogeniczny (najbardziej zjadliwy), lentogeniczny (Sredniozjadliwy) oraz lentogeniczny
(niepatogenny).

Podobnie jak wirus grypy, rowniez wirus ND moze powodowaé do 100% $Smiertelnosci
w zakazonym stadzie, a objawy obserwowane podczas infekcji tymi wirusami sg niemal
identyczne. Jednak z przyczyn epidemiologicznych, statystycznych oraz do celéw
monitoringu i zwalczania konieczne jest okredlenie patogenu infekujgcego ptactwo
hodowlane.

Klasyczne metody diagnostyczne z racji swojej pracochtonnosci oraz czasochtonnosci
sg coraz czesciej zastepowane nowoczesnymi metodami molekularnymi, ktére oferujg
znaczgce skrocenie czasu diagnozy, zwiekszenie czutosci i znacznie prostsze wykonanie
badan.

Celem niniejszej rozprawy jest zaproponowanie nowych metod diagnostycznych
utatwiajgcych monitorowanie infekcji wirusa grypy oraz w przypadku ptactwa, dodatkowo

diagnostyki wirusa rzekomego pomoru drobiu.




Zaproponowane metody zostaty podzielone na dwa systemy do detekcji wirusa grypy
u ludzi oraz diagnostyki obu wiruséw u ptakéw. Przedstawione testy zostaty opracowane w
oparciu o metody real-time PCR (z wykorzystaniem barwnika SYBR Green | oraz sond
hydrolizujgcych TagMan), metody One step RT-PCR (Reverse Transcription) oraz opracowany
zostat nowy czujnik (immunosensor) wykorzystujacy elektrochemiczng spektroskopie
impedancyjna.

Aby usprawni¢ wykrywanie i réznicowanie wiruséw grypy i rzekomego pomoru
drobiu u ptakdéw, zaproponowatem trzyetapowy schemat postepowania dzieki ktédremu
mozliwe jest okreslenie rodzaju wirusa oraz dodatkowo oznaczenie patogennosci wirusa ND

(Schemat 1).
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Schemat 1 — System diagnostyki wiruséw: grypy i rzekomego pomoru drobiu

W pierwszym etapie zaproponowatem dwie metody umozliwiajgce wykrycie i
zréznicowanie wirusa grypy i NDV takze w przypadku koinfekcji. Taki test jest niezbedny gdyz
objawy jakimi charakteryzujg sie infekcje tymi wirusami sg niemal identyczne, a

konsekwencje znaczaco rézne zaréwno dla ptakéw jak i oséb pracujacych z nimi. Pierwszy




test zostat oparty o metode duplex real-time PCR. Wykorzystatem dwie sondy hydrolizujgce
typu TagMan ktore roznity sie barwnikami fluorescencyjnymi emitujgcymi Swiatto o rdznej
dtugosci fali. Obecnos$¢ wirusa grypy potwierdzana jest przy dtugosci fali 530 nm, a wirusa
rzekomego pomoru drobiu przy dtugosci 560 nm. W wyniku optymalizacji metody uzyskatem
czutos¢ metody na poziomie 100 kopii, takze w przypadku koinfekcji. Czas analizy z
wykorzystaniem tej metody to zaledwie 3 godziny od dostarczenia prébki i dzieki
wykrywaniu dwdch wirusdow w jednym czasie skrécitem jg przynajmniej o potowe.

Metoda real-time PCR wymaga od laboratorium posiadania specjalistycznej
aparatury, ktéra mimo coraz nizszej ceny, moze stanowi¢ powazny wydatek dla osrodkow
weterynaryjnych. Z tego powodu zdecydowatem sie opracowac test wykorzystujgcy metode
jednoetapowej reakcji RT-PCR (One step RT-PCR). Opracowana metoda pozwala wykry¢ i
zroznicowac dwa wirusy w czasie jednej reakcji wykorzystujac jedynie specyficzne startery
dla obu wirusow. Dzieki zastosowaniu reakcji jednoetapowej, znaczgco zostat ograniczony
czas reakcji oraz ryzyko kontaminacji. Opracowane startery pozwalajg wykry¢ i zréznicowad
oba wirusy poprzez uwidocznienie wynikéow reakcji RT-PCR w zelu agarozowym. Rdznica
wielkosci produktéw uzyskiwanych w wyniku powielania fragmentéw gendw wirusa grypy i
NDV to az 52 nukleotydy co znaczgco utatwia rozréznienie prgzkéw podczas odczytywania
wynikéw. Oczywiscie zastosowanie tej metody powoduje obnizenie czutosci w poréwnaniu z
metodg real-time PCR ale ilos¢ kopii wiruséw podczas infekcji jest na wystarczajgcym
poziomie aby wykorzystujgc te metode wykry¢ zakazone zwierzeta, co zostato potwierdzone
badaniami na zainfekowanym drobiu. Dowodzi to, iz metoda ta stanowi znacznie tansza
alternatywe dla laboratoriéw diagnostycznych. Powyzsze metody sg takze przedmiotem
zgtoszenia patentowego nr P- 391305.

W kolejnym etapie zaproponowatem nowg metode oznaczania patogennosci wirusa
ND z wykorzystaniem techniki real-time PCR, wykorzystujgc barwnik SYBR Green |. Metoda
ta pozwala w krotkim czasie na oznaczenie szczepdw wysoko i niskopatogennych co
nastepnie pozwoli na podjecie odpowiednich krokéw sanitarnych i weterynaryjnych. W
wyniku optymalizacji metody uzyskatem wartos$¢ graniczng dla szczepdw niskopatogennych
oraz dla srednio i wysokopatogennych. Uzyskanie wartosci temperatury topnienia produktu
reakcji PCR ponizej 83,8°C pozwala jednoznacznie stwierdzi¢, iz mamy do czynienia ze
szczepem niskopatogennym nie zagrazajacym stadu hodowlanemu. W przypadku uzyskania

wartosci powyzej 83,8°C mozemy mie¢ do czynienia ze szczepami S$rednio lub




wyskopatogennymi co powinno skutkowaé podjeciem odpowiednich krokdéw sanitarnych,
ktdre nalezg juz do 3 etapu.

Zaproponowane metody wykrywania i réznicowania wiruséw grypy i ND uzupetnione
o metody okreslania serotypow wirusa grypy (do celdw statystycznych i epidemiologicznych)
mogg stanowié kompletny system do szybkiego i jednoznacznego monitorowania wiruséw

(takze w przypadku koinfekcji) oraz okreslania ich patogennosci.

W przypadku diagnostyki zakazern wirusem grypy u ludzi ponownie zaproponowatem
trzyetapowy schemat postepowania, dzieki ktéremu znaczaco skréci sie czas oraz precyzja

podejmowanych decyzji (Schemat 2).
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Schemat 2 — System diagnostyki wirusa grypy u ludzi

Do realizacji pierwszego etapu postanowitem opracowac wspdlnie z zespotem prof.
Jerzego Radeckiego (Zaktad Biosensoréw, Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci
Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie) nowy czujnik (immunosensor) do szybkiego, czutego i
tatwego wykrywania wirusa grypy juz podczas wizyty u lekarza pierwszego kontaktu. Czujnik

ten bedzie pozwalat w krétkim czasie wykry¢ wirusa grypy w wymazie z gardfa pacjenta bez




koniecznosci izolacji materiatu genetycznego czy zastosowania skomplikowanej aparatury. W
wyniku realizacji projektu VENTURES opracowany zostat prototyp laboratoryjny takiego
biosensora, ktdrego czutos¢ zostata oznaczona na poziomie ok 80-100 kopii wirusa na pl,
czyli poréwnywalnie z metodami molekularnymi (real-time PCR). Czujnik ten wymaga
dalszych prac zwigzanych z miniaturyzacja i dostosowaniem do dziatania w gabinecie
lekarskim jednak uzyskane wyniki wskazaty na mozliwos$é opracowania takiego testu. Czujnik
ten jest przedmiotem dwdch zgtoszen patentowych: polskiego P-399993 oraz
miedzynarodowego PCT/PL2013/000092.

Drugim etapem diagnozy infekcji wirusowych jest okreslenie podatnosci szczepu
wirusa na leczenie najbardziej skutecznym lekiem przeciwwirusowym — oseltamivirem. W
tym celu opracowatem test opary o metode duplex real-time PCR z wykorzystaniem dwodch
sond typu TagMan. Zaproponowany test w jednej reakcji potwierdza obecnosci wirusa grypy
w wymazie z gardfa pacjenta i jednoczesnie odpowiada na pytanie czy wirus nie posiada
mutacji w genie neuraminidazy powodujgcej opornos¢ na oseltamivir. Czas badania to
zaledwie 1,5 godziny a czuto$¢ zostata oznaczona na 400 kopii wirusa. Po analizie
wrazliwosci/ opornosci na lek, lekarz bedzie miat petng wiedze na temat patogenu z ktérym
ma do czynienia i bedzie moégt podjac¢ Swiadomg decyzje co do dalszego postepowania (etap
trzeci schematu). Rowniez ta metoda jest przedmiotem zgloszenia patentowego nr P-
402673.

Podsumowujac, w niniejszej rozprawie doktorskiej zaproponowatem 5 nowych metod
diagnostycznych, ktére moga formowadé dwa schematy postepowania w przypadku zakazen
wirusem grypy u ludzi oraz wirusami grypy i/lub ND u ptakéw. Uzyskane wyniki pozwalajg
znaczgco skréci¢ czas diagnozy badanych patogendw w pordwnaniu z wczesniej
stosowanymi metodami.

Oczywiscie dalsze prace nad wdrozeniem testodw sg niezbedne, jednak wydaje sie, ze
wszystkie zaproponowane metody mogg by¢ wykorzystywane komercyjnie w niedalekiej
przysztosci. Najbardziej pracochtonne bedzie zminiaturyzowanie czujnika do detekcji wirusa
grypy, jednak jestem przekonany Zze jest to mozliwe i wymaga jedynie odpowiednich
srodkéw finansowych.

Mam nadzieje, Zze moja praca, dzieki skréceniu i uproszczeniu procesu
diagnostycznego, w przysztosci przyczyni sie do poprawy bezpieczenstwa ludzi i jakosci ich

leczenia.




