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1. WYKAZ SKROTOW

ADC - przetwornik analogowo-cyfrowy (analog-to-digital converter)
AUE — zlota elektroda

BSA — surowica bydlgca (bovine serum albumin)

CAT — katalaza (catalase)

CDC - Centrum Kontroli i Zapobiegania Chorobom (Centers for Disease Control and

Prevention)
CE - elektroda zliczajaca (counter electrode)

CFU — jednostka okreslajaca liczbe mikroorganizméw lub komoérek w materiale badanym

(colony forming unit)

CV — woltamperometria cykliczna (cyclic voltammetry)

DAC — przetwornik cyfrowo-analogowy (digital-to-analog converter)

DI — woda dejonizowana (deionized water)

DPV - réznicowa woltamperometria pulsowa (differential pulse voltammetry)
DSP — cyfrowe przetwarzanie sygnatow (digital signal processing)

EDC — chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo) karbodiimidu

EIS — elektrochemiczna spektroskopia impedencyjna (electrochemical impedance

spectroscopy)

ELISA- test immunoenzymatyczny (enzyme-linked immunosorbent assay)
GI-GX — genogrupy I-X

GPx — peroksydaza glutationowa (glutathione peroxidase)

GR - reduktaza glutationowa (glutathione reductase)

GST - S-transferaza glutationowa (glutathione s-transferase)

HDMI — multimedialny interfejs wysokiej rozdzielczosci (high-definition multimedia

interface)
HuNoV - ludzkie szczepy norowirusa (human norovirus)

IC — immunochromatografia



kb — kilobajt

LAMP — amplifikacja izotermiczna za posrednictwem petli (loop-mediated isothermal

amplification)

MDA —dialdehyd malonowy (malondialdehyde)

MnSOD — manganowa dysmutaza ponadtlenkowa (manganese superoxide dismutase)
MNV- mysi norowirus (murine norovirus)

NHC — ester -N-hydroksysukcynoimidowy

nm — nanometr

NoV — norowirus

ORF — otwarta ramka odczytu (open reading frame)

PBS — sol fizjologiczna buforowana fosforanami (phosphate buffered saline)
RAW — linia komérkowa mysich makrofagow

RE — elektroda odniesienia (reference electrode)

RT-PCR —reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja w czasie rzeczywistym

(reverse-transcription polymerase chain reaction)

RT-gPCR — ilosciowa reakcja tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym

(quantitative reverse transcription polymerase chain reaction)

SAM — monowarstwa samoorganizujaca si¢

SEM - skaningowy mikroskop elektronowy (scanning electron microscope)
SOD - dysmutaza ponadtlenkowa (superoxide dismutase)

TAC — catkowita pojemnos$¢ antyoksydacyjna (total antioxidative capacity)

TCIDs, — dawka zakazna dla 50% komorek hodowli tkankowej (tissue culture infectious
dose 50)

TOS — catkowity status oksydacyjny (total oxidative status)
TPC — catkowita zawarto$¢ zwigzkow fenolowych (total phenolic content)
WB — metoda Western Blot stosowana w biologii molekularnej

WEnN- elektroda pracujgca (working electrode)



2. WSTEP

Norowirusy (NoVs) stanowiag jeden z gtownych czynnikow etiologicznych zapalenia
zoladka i jelit wsrdd dorostych i1 dzieci na §wiecie [1]. Szacuje sie, ze globalnie, co roku,
wirusy te powoduja 685 milionéw zachorowan oraz 210 000 zgonéw [1, 2]. Straty
ekonomiczne spowodowane infekcjami tym wirusem sig¢gaja w Stanach Zjednoczonych
4,2 miliarda USD, a straty spoteczno-gospodarcze tego kraju wynoszg 60,3 miliarda USD
rocznie [3]. Szacuje si¢, ze dzieci przed ukonczeniem drugiego roku zycia przechodza co
najmniej jedng infekcje wywotang tymi patogenami [1, 4]. Wielu chorych nie wykazuje
objawow  klinicznych, jednak wydala wirusa drogag fekalng. W badaniach
przeprowadzonych wsérod dzieci bez objawow klinicznych, odsetek siewcoéw z katem

siggat od ok. 11% do prawie 50%, w zaleznosci od badanej grupy i kraju [5-10].

Ogniska infekcji norowirusem notowane sg gtéwnie w miejscach o duzym zageszczeniu
dzieci i 0sob dorostych, takich jak ztobki, przedszkola, szkoty, sale zabaw, domy staro$ci,
szpitale, bazy wojskowe czy statki wycieczkowe [11]. Szczepy NoVs chorobotworcze dla
ludzi (HuNoV) sa transmitowane gtownie drogg oralno-fekalng poprzez zanieczyszczong
katem lub wymiocinami zywno$¢, wode oraz powierzchnie [4, 12-14]. Kontaminacja
zywnosci moze wystapi¢ na roznych etapach produkcji, poczawszy od przetwarzania
produkty swieze 1 nietrwate np.: owoce morza (ostrygi, krewetki), jak owoce 1 warzywa,

takie jak winogrona, truskawki, maliny, boréwki czy satata rzymska [16-19].

Objawy zakazenia HuNoVs u ludzi obejmuja zazwyczaj biegunke, wymioty, nudnosci,
bole brzucha, goraczke, apati¢ 1 odwodnienie, utrat¢ apetytu, rzadziej pojawiaja si¢
dreszcze [20, 21]. Infekcje moga by¢ zwigzane rdwniez z stanami neurologicznymi, takimi
jak ostre zapalenie mozgu, ktoére moze skutkowac¢ encefalopatia, dezorientacjg, bolami
glowy, a w niektorych przypadkach, nawet drgawkami [22]. Objawy najcze$ciej ustgpuja
po 72 godzinach, w cig¢zkich przypadkach moga jednak prowadzi¢ do skrajnego

odwodnienia, ktérego konsekwencja moze by¢ zgon pacjenta [23].

Jak dotad opracowano jedynie leczenie objawowe, niemniej jednak istniejg naturalne
$rodki roslinne, takie jak kwiatostan ketmii szczawiowej (Hibiscus sabdariffa L.), nasiona
pieprzowca uzbrojonego (Zanthoxylum armatum DC.), liscie linderii trojklapowe;j
(Lindera obtusiloba Siebold & Zucc.) [24] czy nasiona czarnej maliny (Rubus coreanus

Miq.), wykazujace wlasciwosci przeciwnorowirusowe [25].



2.1. Przypadki infekcji wywolanej norowirusami

Jak wynika z systematycznego przegladu literatury przeprowadzonego w 2008 przez
Patela i wsp. [26], norowirusy sg odpowiedzialne za znaczng liczbg przypadkoéw biegunek
wymagajacych hospitalizacji i wizyt klinicznych, a takze za zgony w$rod matych dzieci.
Szacuje si¢, ze kazdego roku w krajach rozwinietych, z powodu biegunki wywotane;j
patogenem, dochodzi do okoto 64 000 hospitalizacji 1 900 000 wizyt w klinikach wsréd
0s0b nieletnich. W krajach rozwijajacych si¢, szacunkowo 200 000 zgonow wsrod osob

ponizej pigtego roku zycia przypisuje si¢ temu czynnikowi zakaznemu [26].

Zakazenia HuNoVs wywolywane sg przez grupy genetyczne GII (gtownie GI1.4), GI oraz,
w bardzo ograniczonym stopniu, GIV [27-29]. Ponadto u okoto 22% ludzi wykryto
przeciwciata przeciwko grupie genetycznej GIII (bydlecy NoV), a u 22,6% lekarzy
weterynarii zajmujacych si¢ matymi zwierzetami, wykryto wirusy nalezace do GVI {NoV
patogenny dla psow) [29]. W badaniach serologicznych w kierunku bydlecego norowirusa,
przeprowadzonych przez Widdowson i wsp. w Holandii [30], przeciwciata wykryto u 840
0sob, w tym u 210 lekarzy weterynarii. Z kolei wsrod finskich dzieci monitorowanych w
ramach badan nad szczepionka przeciwko rotawirusom, kaliciwirusy (norowirusy,
sapporowirusy) zostaly wyizolowane u 20% cztonkdéw grupy placebo (bez podazy
szczepionki) oraz u 22% zaszczepionych pacjentéw [31]. Badania przeprowadzone w
Tajlandii [32], Malawi [33], Chile [34] i Indiach [35] potwierdzity, ze patogen jest jedng z
najczestszych przyczyn zapalenia zotadka 1 jelit lub jest wymieniany jako drugi w
kolejnosci po rotawirusach. Co wigcej, pigcioletnie obserwacje przeprowadzone w
Melbourne (Australia) przez Kirkwood i wsp. wykazaly, ze wsrod dzieci ponizej pigtego
roku zycia czgsto$¢ zakazenia ludzkim kaliciwirusem wynosita 9,2% (113/1233). Az 95%
tych przypadkéw spowodowanych bylo zakazeniami NoVs, za pozostale 5% odpowiadaly

sapporowirusy [36].

U dzieci czesto wystepuja bezobjawowe infekcje wirusem. Tego typu zakazenia,
pofaczone z wydalaniem patogenu z katem, opisano w badaniach przeprowadzonych w
Ameryce Srodkowej w Leon (Nikaragua), w ktorych 19 ze 163 (11,7%) matoletnich
okazato si¢ siewcami wirusa [5]. Z kolei w okolicach miasta Meksyk (Meksyk), NoV
wykryto w probkach katu u 31 z 63 (49,2%) nieletnich [6]. W §rodkowej Brazylii w ciggu
dwoch lat, u 37,5% dzieci w wieku przedszkolnym odnotowano co najmniej jeden epizod

bezobjawowej infekcji norowirusem [7]. W badaniach przeprowadzonych w Burkina Faso



(Afryka Zachodnia), patogen byt wykrywany w probkach katu mtodszych pacjentow
zarOwno bezobjawowych, jak 1 wykazujacych objawy [37]. Podobne badaniaprowadzono
réwniez w krajach europejskich [8]. We Francji, u dzieci z ré6znymi dziedzicznymi
niedoborami odpornosci, bezobjawowe infekcje obserwowano u okoto 11,6% [37]. W
Wielkiej Brytanii, do projektu wiaczono 2205 oséb. U tych pacjentow subkliniczna
infekcja norowirusowa rozwingta si¢ w361 przypadkach, a najwyzszy odsetek zachorowan
wystepowal u dzieci ponizej pigtego roku zycia [10]. Zakazenia wystepujace podczas
epidemii wywotanych szczepami GII.4 moga prowadzi¢ do powaznych konsekwencji oraz
$mierci [39]. Ponadto, zaawansowany wiek pacjenta stanowi dodatkowy, istotny czynnik

ryzyka zgonu [40].

W badaniach Esposito i wsp. [41], przeprowadzonych we Wtoszech w okresie od wrzes$nia
2012 do wrzesnia 2013, NoV GII.4 zostal wykryty w 3 z 562 (0,5%) probek pobranych z
nosogardzieli hospitalizowanych dzieci i nastolatkow, wykazujacych objawy
grypopodobne. U kazdego z tych pacjentow, przed infekcja oddechowa, wystapity typowe
objawy zakazenia norowirusem [41]. Patogen ten zostat wykryty rowniez w aspiratach z

tchawicy dwoch wezesniakow z infekcja jelitowa NoV [42].

Centrum Kontroli i Zapobiegania Chorobom (Centers for Disease Control and Prevention,
CDC), Stany Zjednoczone Ameryki Potnocnej) szacuje, Zze co roku NoV jest
odpowiedzialny za 21 milionow (60%) przypadkéw ostrego zapalenia zotadka 1 jelit w
Stanach Zjednoczonych [43]. Systematyczny przeglad wszystkich raportow dotyczacych
NoV wykazal, ze od 5% do 31% przypadkdéw zapalenia zotadka i jelit u pacjentéw
hospitalizowanych oraz 5% do 36% przypadkow zgloszonych w ambulatorium jest
spowodowanych infekcja tym wirusem, wykrytym metodg reakcji tancuchowej
polimerazy z odwrotng transkrypcja (RT-PCR). CDC ocenia rowniez, ze w Stanach
Zjednoczonych, co roku NoV jest przyczyna 400 000 wizyt na oddziatach ratunkowych i
71 000 hospitalizacji. Niemniej jednak nie wszystkie przypadki zostaja zgltoszone w

odpowiednich instytucjach [44].

NoV jest odpowiedzialny za zakazenia na oddziatach szpitalnych oraz w domach opieki
[45]. Epidemie w zamknigtych przestrzeniach moga stanowi¢ wyzwanie logistyczne,
zarowno pod wzgledem wyeliminowania zrodta infekcji, jak i finansowego obciazenia dla

placowek stuzby zdrowia [46].
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2.2. Przyczyny infekcji norowirusowych

Na zakazenia norowirusami podatni sg ludzie we wszystkich grupach wiekowych, ale
wyzsze wskazniki zar6wno zachorowalnosci, jak 1 umieralno$ci obserwuje si¢ w grupie
dzieci i 0sob starszych. Droga fekalno-oralna odpowiada za gléwng transmisje patogenu,
chociaz opisano réwniez kilka innych drég zakazenia, takich jak droga kropelkowa [47,

48], pokarmowa poprzez zywnos$¢, wode 1 kontaminacje Srodowiska [15].

Kaplan 1 wsp. jako pierwsi opisali infekcj¢ NoV wywolang zanieczyszczong woda.
Wybuch zakazen miat miejsce w Gruzji w 1982 roku, a epidemia dotkne¢ta okoto 1500
0s0b, co potwierdzono w badaniach serologicznych [45]. W podzniejszych epidemiach
ogniska zakazen wigzano z rozmaitymi Zroédtami wody: miejskiej, pitnej, a takze z
wykorzystywang do celow rekreacyjnych, takich jak rafting i ptywanie [13, 49-54]. Cho¢
przypuszcza si¢, ze wigkszo§¢ zanieczyszczen wody zwigzana jest z odprowadzaniem
sciekow do rzek, strumieni i innych zbiornikdbw wodnych, naturalne wystgpowanie
patogenu w systemach wodnych nie zostato w petni zbadane i potwierdzone. Istnieje wiele
trudno$ci, wynikajacych gtownie z powodu ograniczen w testowaniu réznych zrodet
srodowiskowych, zwigzanych z charakterystyka rozprzestrzeniania si¢ wirusa w
srodowisku. Matze, szczego6lnie ostrygi, ale rowniez inne skorupiaki, czgsto petnig istotng
role w transmisji zanieczyszczenh wody w S$rodowisku oraz wywolywaniu epidemii
zwigzanych z zZywnoscig, z uwagi na mozliwo$¢ przenoszenia Wwirusow i
mikroorganizméw  chorobotworczych  [55].  Pomimo  oczyszczania  Sciekow
udokumentowano w nich obecno$¢ norowirusa, a jego najwyzsze st¢zenia odnotowywano
w miesigcach jesienno-zimowych. Istnieje kilka réznych metod eliminacji NoV z wody,
takich jak uzycie basenéow do stabilizacji S$ciekdw, stosowanie osadu czynnego,
wykorzystanie bioreaktor6w membranowych lub substancji chemicznych [56-59]. Mimo
stosowania wyzej wymienionych metod dochodzi do epidemii, a w kilku przypadkach ich

przyczyna zwigzana byla z niewystarczajacym chlorowaniem wody [59].

Transmisja NoV z zywno$cig moze odbywac si¢ na dwa sposoby: poprzez skazenie
surowca w miejscu zbiorow (takich jak: pola uprawne, stanowiska potowu owocodw morza)
oraz podczas jego bezposredniej obrobki przed podaniem. Analiza kilkuset zgloszonych
przypadkow infekcji norowirusowych wykazata, ze najwiecej (54%) zachorowan wigze
si¢ z zanieczyszczeniem wirusem miejsc zbiorow (362/666), natomiast epidemie, ktorych

zrodtem byty placowki gastronomiczne, stanowity 35% (294/830). W latach 1991-2000
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liczba zgloszonych w USA ognisk, zwigzanych z chorobami przenoszonymi przez
zywno$¢ ulegata wahaniom. Najmniejszg (411) ilo$¢ przypadkow odnotowano w 1992,
podczas gdy najwicksza (1414) w roku 2000. W 1998 r. w USA, wedlug CDC, okoto 18%
wszystkich ognisk chordb zwigzanych z ostrg biegunka spowodowanych bylo
norowirusami. W ramach badan przesiewowych w kierunku NoV, przeprowadzonych w
latach 1998 - 2000 rowniez w Stanach Zjednoczonych, przetestowano 4072 osoby
wykazujace objawy infekcji gastroenterologicznych. Szczegdtowo udokumentowano 1216
przypadkéw, z czego 136 zidentyfikowano jako zwigzane z norowirusem, 173 z podtozem

bakteryjnym, a u pozostatych 907 pacjentéw nie okreslono przyczyny [15,60].

Owoce, warzywa 1 skorupiaki, a takze kanapki, satatki czy inne positki zawierajace tego
typu sktadniki, moga stanowi¢ zrodto NoV, poniewaz czesto spozywane sg na surowo lub
bez obrobki termicznej, co zwigksza ryzyko infekeji [16, 18, 61-67]. Potwierdzajg to
badania Hall 1 wsp. [67], w ktorych surowa zywno$¢ stanowita Zrodto infekcji w 56% z
analizowanych 76 ognisk wywotanych przez norowirusa, w poréwnaniu z 19%
przypadkéw z 124 ognisk bakteryjnych i 28% z 408 ognisk o nieznanej etiologii [67]. W
przypadku dan migsnych, ktorych konsumpcja skutkowata ostrg biegunka, NoV
wykrywano znacznie rzadziej (11% przypadkéw) niz bakterie (44%). Odsetek zakazen o
nieznanej etiologii byl w tego typu infekcjach réwniez znacznie wyzszy (34%). W
przypadku zakazen wsrdd pracownikow zajmujacych si¢ handlem zywnoscia, czegsciej
dochodzito do infekcji norowirusowych (48%), niz bakteryjnych (20%) lub zakazen o
nieustalonej przyczynie [61]. Zanieczyszczenie Zywnosci wirusem wigze si¢ najczesciej z
brakiem higieny podczas przygotowywania positkow i kontaktem osob chorych z

pokarmem [68].

Udokumentowane ogniska NoV w restauracjach, stoléwkach oraz wsrod konsumentow
produktow firm cateringowych wykazaly, ze ich wielkos¢ wahata si¢ od kilku
pojedynczych przypadkéw do duzych epidemii [69]. Przyktadowo na terenie USA w 2000,
wirus zostal wykryty u 32 z 59 sprzedawcow sieci salonow samochodowych,
pochodzacych z o$miu standw. Infekcje te byly spowodowane spozyciem satatek
serwowanych w trakcie bankietu firmowego. Dodatkowo u dwoéch sposrod 15
pracownikow firmy cateringowej dostarczajacej positki, odnotowano podwyzszone

stezenie przeciwciat przeciwko NoV [70].
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2.3. Straty ekonomiczne

Na calym $wiecie epidemie zakazen norowirusowych wigzg si¢ ze znacznymi
obcigzeniami  finansowymi, obejmujagcymi koszty opieki zdrowotnej, utrate
produktywnos$ci i skutki spoleczne [71-74]. W samych tylko Stanach Zjednoczonych
zakazenia generuja rocznie okoto 5,5 miliarda dolaréw kosztow, zwigzanych zarowno z
bezposrednimi wydatkami medycznymi, jak i utratg produktywnosci [72], w sktad ktorych
wchodzg straty zwigzane z zaktoceniami w §wiadczeniu ustug, dezynfekcja i procedurami
kwarantanny [73, 74]. Dodatkowo epidemie NoV moga prowadzi¢ do zamknigcia szkot,
oddziatow szpitalnych i punktow gastronomicznych, co poglgbia negatywne skutki
gospodarcze [75]. Analiza strat ekonomicznych zwigzanych z zakazeniami norowirusem
na przestrzeni lat i w r6znych krajach wskazuje, ze globalnie wirus ten generuje rocznie
koszty w wysokos$ci 4,2 miliarda dolarow w bezposrednich kosztach opieki zdrowotne;j 1
60,3 miliarda dolarow w kosztach spotecznych [76], co ma znaczacy wplyw na gospodarke
$wiatowg. W Stanach Zjednoczonych NoV jest rocznie przyczyna okoto 570-800 zgonow;
1,7-1,9 miliona wizyt ambulatoryjnych i 19-21 milionéw zachorowan, co przektada si¢ na
istotne straty ekonomiczne [77]. Ponadto kraje posiadajace wysokie wptywy do budzetu,
ponosza 62% globalnych kosztow opieki zdrowotnej zwigzanych z patogenem, pomimo

ze ich wskazniki zachorowalnosci sg podobne do krajow o niskim i §rednim dochodzie [3].
2.4. Patogeneza zakazen norowirusowych

Patogeneza zakazen norowirusem jest ztozona [67]. Wirus atakuje komorki nabtonka
enteroendokrynnego w jelicie cienkim, co wskazuje na jego tropizm do tych komorek [56].
Oproécz tego NoVs replikuja si¢ w komorkach dendrytycznych i makrofagach, co moze
przyczynia¢ si¢ do rozwoju choroby wskutek dostepu wirusa do podnabtonkowych
obszarow jelita [78]. W zakazonych komorkach patogen doprowadza do apoptozy [79].
Ponadto wykazuje zdolno$¢ do modulowania odpowiedzi immunologicznej, jak rowniez

unikania mechanizméw obronnych gospodarza [80].
2.5. Morfologia norowiruséw

NoVs naleza do rodziny Caliciviridae i sa sklasyfikowane w 10 genogrupach (GI-GX),
ktére obejmuja co najmniej 49 genotypow. Ludzkie szczepy naleza do genogrupy I, 1T i
IV, podczas gdy mysie do V. Wirusy te nie posiadajg otoczki lipidowej, a ich $rednica

wynosi okoto 27 nm. Genom HuNoV sktada si¢ z jednoniciowego liniowego, dodatniego
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RNA o dhugosci okoto 7,7 kb i trzech otwartych ramek odczytu (ORF1, ORF2, ORF3),
ktore koduja tacznie 6 biatek wirusowych [81].

Rycina 1. Mysi norowirus (MNV), transmisyjny mikroskop elektronowy. Zdjecie mgr Paulina Janicka,
Polska Akademia Nauk.

ORF1 koduje poliproteine, z ktérej nastgpnie powstaja biatka niestrukturalne, takie jak
p48, NTPase, p22, NPg, Pro, Pol. Biatka te odgrywaja kluczowa role w replikacji wirusa i
patogenezie infekcji wywotanej norowirusem. ORF2 koduje biatka tworzace kapsyd
wirusa, a jednym z kluczowych bialek kodowanych przez ORF2 jest biatko VP1. ORF3,
zlokalizowana na koncu 3' genomu, koduje biatko VP2, ktore najprawdopodobniej jest
odpowiedzialne za przylaczanie si¢ do komorek gospodarza, modulacje odpowiedzi
immunologicznej, montaz oraz stabilno$¢ kapsydu [82]. MNV posiada dodatkowa ramke

odczytu, ktora koduje biatko znane jako czynnik wirulencji - VF1 [83].
2.6. Historia badan nad norowirusami

W 1968 w Norwalk (USA) u niemal polowy ucznidéw szkoty podstawowej odnotowano
nastepujace objawy: nudnosci (98%), wymioty (92%), bol brzucha (58%) i biegunke
(38%). 32% pacjentow wtornie zakazito cztonkow swoich rodzin. Choroba trwata 24
godziny i we wszystkich przypadkach konczyta si¢ catkowitym ustgpieniem objawow. W

tamtym czasie nie udato si¢ ustali¢ przyczyny wybuchu epidemii, jednakze od chorych
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0sOb pobrano wymazy z prostnicy, a material ten, po odpowiednim przygotowaniu, podano
zdrowym dorostym mezczyznom w wiezieniu Maryland House of Correction w Jessup
(Maryland, USA). Badania na ochotnikach dostarczyly dokladnego obrazu objawow
infekcji norowirusowej, chociaz czynnik etiologiczny w dalszym ciggu pozostawat
nieznany. W 1972 Albert Kapikian wykonal pierwsze zdjecia obrazu spod mikroskopu
elektronowego archiwalnych prébek katu z 1968, co dalo podstawy do identyfikacji
wirusa, ktéremu nadano nazwe “wirus Norwalk” [84]. W 2002 r. nazwa “norowirus”

zostala zatwierdzona przez Migdzynarodowy Komitet Taksonomii Wirusow [85].

W 2002 r. u myszy (RAG)/STATL1 -/- (model myszy z niedoborami odpornosci) odkryty
zostal mysi norowirus (MNV). Okazato si¢, ze wirus ten efektywnie replikuje si¢ w
komorkach mysiej linii komérkowej makrofagéw RAW264.7 [84]. Z racji tego. ze
hodowla in vitro ludzkiego norowirusa jest niezwykle skomplikowana i wymaga uzycia
zaawansowanych technik, mysi norowirus stal si¢ wirusem modelowym, alternatywnym 1
powszechnie wykorzystywanym do badan nad replikacja 1 patogeneza ludzkich
norowiruséw oraz prac nad szczepionkami. W licznych badaniach MNV autorzy [86-88].
wykorzystywali rézne szczepy myszy. Z uwagi na poréwnywalng podatno$¢ myszy
C57Bl/6 1 Balb/c, w badaniach wtasnych zdecydowano si¢ na uzycie tego pierwszego

szczepu [89].
2.7. Testy do wykrywania norowirusow

Szybkie 1 czute wykrywanie norowirusa jest gldwnym wyzwaniem w walce z ogniskami
epidemiologicznymi. Obecnie probki biologiczne s3 analizowane glownie za pomoca
technik wykrywajacych material genetyczny, takich jak badanie RT-PCR. Jest to jednak
metoda wymagajaca drogiego sprzetu, dtugiego czasu oczekiwania na wynik (ponad 24
godz.), ponadto musi by¢ obstugiwana przez wykwalifikowany personel. Biosensory w
tym kontek$cie stanowig obiecujaca alternatywe dla klasycznych technik badawczych.
Nalezg one do grupy sensorow chemicznych 1 charakteryzujg si¢ wysoka czutoscig oraz
selektywnos$cig, dzieki obecnosci w warstwie receptorowe] materiatu aktywnego
biologicznie (m.in. enzymu, przeciwciata) [90]. Poza warstwa receptorowg W
bioczujnikach nieodiagcznym elementem jest réwniez przetwornik, ktéry odbiera
fizykochemiczny sygnat wytworzony w warstwie receptorowej i konwertuje go na sygnat
elektroniczny. Przyszto§¢ biosensorow wigze si¢ z projektowaniem nowej generacji

miniaturowych urzadzen diagnostycznych, znajdujacych zastosowanie w badaniach m.in.
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w miejscach opieki nad pacjentem (ang. Point-of-Care Testing, POC) oraz w tzw.

laboratorium na chipie (ang. Lab-on-a-Chip, LOC) [91].
2.8. Stres oksydacyjny

Proliferacja wirusa przejmuje funkcje komorek gospodarza i powoduje istotne zaburzenie
réwnowagi w wewnatrzkomérkowych procesach i ukladach fizjologicznych, w tym w

uktadzie redoks [92].

Stres oksydacyjny, wynikajacy z braku rownowagi migdzy uktadami antyoksydacyjnymi
a toksycznymi reaktywnymi formami tlenu (ROS) [93], moze by¢ wywotany przez wiele
réznych infekcji wirusowych, w tym wirus HIV 1, wirusy zapalenia watroby typu B, C i
D, wirusy opryszczki, oraz patogeny uktadu oddechowego, takie jak koronawirusy [94].
Jednakze stres oksydacyjny 1 wytwarzanie ROS sa niezbedne dla wielu funkcji
biologicznych 1 fizjologicznych. Stgzenie ROS wuruchamia enzymatyczne uktady
antyoksydacyjne, takie jak dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, MnSOD), peroksydaza
glutationowa (GPx), reduktaza glutationowa (GR), katalaza (CAT), uwazane za gtowne
markery stresu oksydacyjnego, oraz nieenzymatyczne uktady antyoksydacyjne, w tym
catkowite nasycenie oksydacyjne (TOS), catkowita zdolnos¢ przeciwutleniajgca (TAC) i

dialdehyd malonowy (MDA) [95].

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), wraz z jej izoformami, np. MnSOD, jest jednym z
gléwnych enzymow antyoksydacyjnych neutralizujacych jony ponadtlenkowe [96].
Katalizuje glownie konwersj¢ rodnikow ponadtlenkowych (O2:—) do nadtlenku wodoru
(H202), ktory nastepnie jest przeksztatcany w H>O przez GPx i CAT [97]. Stres
oksydacyjny spowodowany brakiem réwnowagi w markerach utleniacz/przeciwutleniacz,
zaktocenie endogennych uktadéw antyoksydacyjnych mozna okresli¢ ilosciowo za
pomocg calkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC) i catkowitego statusu
oksydacyjnego (TOS) [98] oraz stgzenia MDA, ktoére jest uwazane za marker stresu
oksydacyjnego, doktadniej peroksydacji lipidow rozumianej jako uszkodzenie lipidow

spowodowane przez ROS [99].

Infekcje wirusowe sa jedng z gtownych przyczyn globalnych probleméw zdrowotnych
[100]. Zrozumienie odpowiednich mechanizméw antyoksydacyjnych i zwigzku mig¢dzy
infekcja wirusowg a stresem oksydacyjnym moze odegra¢ kluczowg role w zrozumieniu
patogenezy wirusa 1 identyfikacji potencjalnych celow terapeutycznych, zwlaszcza ze

terapie przeciwwirusowe sa czgsto niedostepne. Dlatego zamiast dziata¢ bezposrednio na
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wirusa, skutki infekcji mozna ztagodzi¢, stosujac terapi¢ ograniczajaca skutki stresu

oksydacyjnego.
2.9. Wyciagi roslinne wykorzystywane w walce z norowirusami

Pomimo wielu przypadkow hospitalizacji lub/i zgonéw w wyniku infekcji
norowirusowych, nie ma dostepnych zadnych zatwierdzonych lekéw przeciwwirusowych
ani licencjonowanych szczepionek, a stosuje si¢ jedynie leczenie objawowe [81]. Obecnie
pacjenci coraz czgsciej zwracaja si¢ ku naturalnym zwigzkom, ktdore moga znacznie
skroci¢ czas trwania choroby lub nawet jej zapobiec [101]. Fitosktadniki wykazuja silne
wlasciwosci przeciwutleniajgce, wynikajgce z obecnosci polifenoli lub flawonoidow.
Zwiazki te reguluja poziom reaktywnych form tlenu (ROS) i wplywaja na uklad
antyoksydacyjny organizmu, tworzac barier¢ obronng przed szkodnikami, grzybami czy
mikroorganizmami  chorobotworczymi  [102].  Oprécz ~ wzmacniania  ukfadu
odpornosciowego, fitosktadniki mogg bezposrednio wykazywac dzialanie wirusobdjcze, a
szczegOlnie cenne wydajg si¢ preparaty taczace obie te cechy [103]. Oregano (Origanum
vulgare L.), kawa (Coffea arabica L.), konopie (Cannabis sativa L.), tymianek (Thymus
vulgaris L.), pokrzywa (Urtica dioica L.), rozmaryn (Rosmarinus officinalis L.), imbir
(Zingiber officinale Roscoe), jezowka purpurowa (Echinacea purpurea L.), cynamon
(Cinnamomum verum J. Presl) i czosnek (Allium sativum L.) majg szerokie spektrum
wlasciwosci prozdrowotnych 1 aromatycznych, a ich zastosowanie w farmakologii wynika
z biologicznych mozliwosci zawartych w nim sktadnikow chemicznych oraz
holistycznego dziatania. Wykazujg silne dziatanie bakteriobojcze wzgledem licznych
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, w tym szczepoéw antybiotykoopornych [104].
W literaturze szeroko opisano wiasciwosci antybiotykowe, przeciwwirusowe,
przeciwgrzybicze 1 przeciwpasozytnicze omawianych surowcow, a takze ich preparatow
wodnych i ekstraktow alkoholowych [105-129]. Ostatnia dekada to rozwdj technik
warzenia piwa na zimno. Badania wykazuja, ze warzenie na zimno chroni fenolowy
pierscien aromatyczny, dzigki czemu pozwala na otrzymanie wigkszej ilosci zwigzkow
kwasu fenolowego z réznych surowcow roslinnych [130]. Pozwala takze na uwolnienie
lub rozpuszczenie niektorych substancji aktywnych bez ich rozktadu i degradacji. Wydaje
si¢, ze techniki zatezania na zimno zwickszaja skuteczno$¢ ekstraktow roslinnych w walce

z wirusami [131].
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3. CELE BADAWCZE DOKTORATU

Rozprawa doktorska obejmuje trzy cele badawcze:

1. Ocen¢ wplywu norowirusa na organizm zwierzecia modelowego poprzez oceng
wplywu zakazenia MNV na zmiany histopatologiczne u myszy szczepu C56B1/6J

oraz markery stresu oksydacyjnego, w szczegolnosci na:
a. antyoksydacyjne uktady enzymatyczne:

aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT), peroksydazy
glutationowej (GPx), reduktazy glutationowej (GR) w wybranych tkankach myszy
C56B1/6J poddanych infekcji wirusem MNV

b. antyoksydacyjne uktady nieenzymatyczne:

calkowity statusu oksydacyjny (TOS), calkowitg pojemnos¢ antyoksydacyjna (TAC),
stezenie dialdehydu malonowego (MDA) w wybranych tkankach myszy C56B1/6J
poddanych infekcji wirusem MNV.

2. Opracowanie prototypu sprzetu diagnostycznego w postaci szybkich testow

antygenowych do powszechnego uzytku.

3. Badanie skutecznosci wirusobdjcze] wyciggow roslinnych 1 surowcoOw

pochodzenia naturalnego.
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4. MATERIAL | METODY

4.1. Zezwolenia i oswiadczenia etyczne

Badania przeprowadzono na myszach szczepu C56B1/6J. Wszystkie procedury
doswiadczalne zostaty zatwierdzone przez Lokalng Komisj¢ Etyczng ds. Do$wiadczen na
Zwierzgtach Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu (022/2022). Podczas
przeprowadzania badan przestrzegano wszystkich obowigzujacych instytucjonalnych i
krajowych wytycznych dotyczacych opieki i wykorzystywania zwierzat do celow
naukowych (Dyrektywa 2010/63/UE). Liczba myszy poddanych procedurze
eksperymentalnej byla zminimalizowana zgodnie z zasadami ,,3R” humanitarnego
traktowania zwierzat doswiadczalnych [132]. Wszystkie zwierzeta zostaly poddane
humanitarnej eutanazji z wykorzystaniem dyslokacji szyjnej. Przed procedura, myszy
zostaty umieszczone w komorze indukcyjnej weterynaryjnego stanowiska do znieczulenia
(Equipement Vétérinaire Minerve, Esternay, Francja). Przeptyw izofluranu (Aerrane;
Baxter, Warszawa, Polska) ustawiono na 2,5%. Dwie minuty po tym, jak myszy zostaly w
petni premedykowane, zostaly przeniesione na podkiladki z maska inhalacyjng 1
kontynuowano podawanie $rodka znieczulajacego. Z mocnym usciskiem, umieszczajac
palec wskazujacy i kciuk bezposrednio za czaszka, a druga reka chwytajac ogon tuz przy
podstawie ogon tuz u podstawy, jeden silny ruch doprowadzat do zwichnigcia kregdéw
szyjnych. Ciagniecie bylo kontynuowane, dopoki czaszka nie zostata catkowicie
odtaczona od kregostupa. Za kazdym razem oddychanie zatrzymywato si¢ w ciagu kilku
sekund od zwichnigcia. Przed rozpoczeciem procedury nekropsji, myszy byly

dekapitowane.
4.2. Obiekt badan

W eksperymencie wykorzystano myszy szczepu C56B1/6J sprowadzone do Centrum
InZynierii Genetycznej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu z laboratorium
Janvier Labs (Orleans, France). Czterotygodniowe tygodniowe myszy trzymano w
plastikowych klatce (po 5 osobnikéw) i w pelni kontrolowanych warunkach $rodowiska

(12 h ciemno$¢/ 12 h $§wiatto, 23 °C) z nieograniczonym dostepem do wody i1 pozywienia.
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4.3. Projekt badania

Celem wykonanych badan przeprowadzonych w niniejszej pracy byto zbadanie okreslenie
wpltywu zakazenia MNV na stres oksydacyjny i zmiany histopatologiczne u myszy

szczepu C56B1/6J.

Material do badan stanowily myszy zdrowe i1 zakazone norowirusem, ktére podzielono na

4 grupy badawcze:
I.  Grupa kontrolna, myszy zdrowe (kontrola);
Il.  Grupa 3 — myszy poddane eutanazji 3 dni po zakazeniu (3 dni);
I1l.  Grupa 4 — myszy poddane eutanazji 4 dni po zakazeniu (4 dni);
IV.  Grupa 7 — myszy poddane eutanazji 7 dni po zakazeniu (7 dni).

Po 7 dniach aklimatyzacji do warunkéw laboratoryjnych zwierzeta losowo przydzielono

do 4 grup do$wiadczalnych.

W 8 dniu eksperymentu zwierzeta zakazano wirusem MNV (ATCC, Los Angeles,
Kalifornia, USA, VR-1973), poprzez doustne podanie 50 upl zawiesiny wirusa
(100TCIDsp).

Po 3, 4 i 7 dniach od zakazenia myszy poddawano eutanazji. Pobierano fragmenty
narzadow, tj. wycinki jelita cienkiego i grubego, trzustki, watroby, serca, ptuca, nerki oraz
czesci mozgu (przodomodzgowia, sSrodmozgowia), w celu zbadania stresu oksydacyjnego i
zmian histopatologicznych wywotanych infekcja norowirusowsg. Aby potwierdzi¢
infekcjg, wykonywaano poréwnawczy test RT-PCR, test interferonu gamma oraz test

neutralizacji wirusa u zakazonych osobnikow.

Do badan histopatologicznych uzyto 100 mg pobranych tkanek. Material utrwalono w 4%
roztworze zbuforowanej formaliny przez 48 h, przemyto woda, odwodniono i zatopiono w
parafinie, a nastepnie zabarwiono hematoksyling i1 eozyna. Skrawki o grubosci 6 pm

analizowano w mikroskopie $wietlnym Nikon Eclipse 80i.

W celu zbadania stresu oksydacyjnego od zakazonych i kontrolnych myszy pobierano 100
mg moézgu, mozdzku, watroby, ptuc i nerek. Badane tkanki umieszczano w 1 ml 0,9 %
NaCl i poddawano homogenizacji i sonikacji w 4 °C, a nastgpnie natychmiast mrozono w

cieklym azocie i przechowywano do czasu analizy w temperaturze -80 °C. Stezenie biatka

20



w tkankach oznaczano metodg Lowry'ego z albuming osocza bydlecego jako standardem
[133].

4.4. Analiza markeréw antyoksydacyjnych, calkowitej pojemnosci
antyoksydacyjnej i markerow peroksydacji lipidow

4.4.1. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) (EC 1.15.1.1)

Aktywnos¢ SOD, MnSOD oznaczano metodg Oyanagui [134]. W tej metodzie oksydaza
ksantynowa katalizuje wytwarzanie anionu ponadtlenkowego, ktory reaguje z
hydroksyloaming, tworzac jon nitrozowy. Ten ostatni w potgczeniu z n-(1-
naftylo)etylenodiaming i kwasem sulfanilowym daje kombinacj¢ koloréw, ktorg mozna
zmierzy¢ spektrofotometrycznie. Aktywnos¢é SOD wyrazono w NU/mg biatka, przy czym

1 NU (jednostka azotanu) rowna si¢ 50% hamowania tworzenia jonéw azotynowych.
4.4.2. Aktywnosé katalazy (CAT) (EC 1.11.1.6)

Aktywnos$¢ CAT okreslano metoda Aebi [135]. W tej metodzie homogenat jest mieszany
z perhydrolem w 50 mM buforze TRIS/HCI, pH 7,4, a reakcja jest rozpoczynana przez
dodanie $wiezo przygotowanego nadtlenku wodoru. Szybkos¢ rozktadu nadtlenku wodoru
nadtlenku wodoru mozna zmierzy¢ spektrofotometrycznie przy 240 nm. Aktywnos$¢ CAT
jest wyrazana jako jednostek na 1 g biatka (IU/g bialka). Aktywno§¢ CAT zostata
okreslona przy uzyciu metody Aebi [135] 1 wyrazona w jednostkach na 1 g biatka (IU/g
biatka).

4.4.3. Aktywno$¢ reduktazy glutationowej (GR) (EC 1.8.1.7)

Aktywno$¢ GR okreslano metoda kinetyczna, ktora wyraza si¢ w pmolach fosforanu
dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADPH) zuzytego w ciggu 1 minuty na 1 g
biatka (IU/g biatka) dla ocenianych probek [136]. Metoda ta opiera si¢ na zmianach
stezenia NADPH reagujacego z utlenionym glutationem. Zmiany absorbancji przy 340 nm
mierzono za pomocg czytnika PERKIN ELMER Victor X3 (PerkinElmer, Inc., Waltham,
Massachusetts, Stany Zjednoczone).

4.4.4. Aktywnos¢ peroksydazy glutationowej (GPx) ((EC 1.11.1.9)

Aktywnos$¢ GPx mierzono metoda kinetyczng wedlug metody Mannervika [137], z
nadtlenkiem t-butylu jako substratem. W tej reakcji utleniony glutation (GSSG) regeneruje

si¢ w obecnosci reduktazy glutationowej (GR) i NADPH. Aktywno$¢ GPx wyrazona jest
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w umolach NADPH utlenionego w ciggu 1 minuty na 1 mg biatka (IU/mg bialka) dla
wybranych tkanek.

4.4.5. Aktywnosé S- transferazy glutationowej (GST) (EC 2.5.1.18)

Aktywnos$¢ GST oszacowano za pomoca metody kinetycznej Habiga i Jakoby’ego [138].
Do probek dodawano mieszaning reakcyjng zawierajacg zredukowany glutation. Po
wstepnej stabilizacji dodawano 1-chloro-2,3-dinitrobenzen (w roztworze alkoholu
etylowego) i monitorowano zmiany absorbancji za pomoca czytnika PERKIN ELMER
Victor X3 przy dlugosci fali 340 nm przez co najmniej 3 minuty. Aktywno$¢ GST
wyrazano jako pumole tioeteru utworzonego w ciggu 1 minuty na 1 g biatka (IU/g biatka)
[138].

4.4.6. Poziom calkowitej pojemnosé¢ antyoksydacyjnej (TAC)

Calkowitag pojemnos¢ antyoksydacyjng mierzono metoda Erela [139] W tej metodzie
bezbarwna zredukowana czasteczka ABTS (2,2'-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-
sulfonian) utlenia si¢ do niebiesko-zielonego kationu ABTS*. Zmieszanie ABTS" z
dowolng substancja, ktéra moze by¢ utleniona, powoduje redukcje ABTS+ do pierwotnej

bezbarwnej formy. Catkowita pojemno$¢ antyoksydacyjng wyrazono w mmol/I.
4.4.7. Stezenie dialdehydu malonowego (MDA)

Stezenie dialdehydu malonowego (MDA) mierzono metodg Ohkawy i wsp. [140]
wykorzystujaca reakcje z kwasem tiobarbiturowym. Stezenie MDA w osoczu obliczano
wzgledem krzywej wzorcowej przygotowanej z uzyciem 1,1,3,3-tetraetoksypropanu i

wyrazonej w umol/l.

4.5. Opracowanie prototypu sprzetu diagnostycznego w postaci szybkich
testow antygenowych do detekcji norowiruséw. Testy do powszechnego

uzytku.

Przygotowanie biosensora wykorzystujacego w warstwie receptorowej przeciwciala,
sktadato si¢ z wieloetapowej procedury. Do konstrukcji immunosensora wykorzystano
elektrode ztota zmodyfikowang nanoczgstkami zlota i przeciwciato, ktore selektywnie
wigze si¢ z biatkiem na powierzchni wirusa. Wirion NoV buduja 2 biatka strukturalne VP1
i VP2 oraz 6 biatek niestrukturalnych. Bialko VP1 oddziatuje m.in. w kontaktach
dimerycznych, ktore zwigkszaja stabilnos¢ kapsydu i odgrywa istotng role w wigzaniu

receptora jak 1 reaktywno$ci immunologicznej, co przypuszczalnie jest zwigzane z
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podatnoscig organizmu na infekcje norowirusowe. Jest tez biatkiem usytuowanym na
zewnatrz komorki, dzieki czemu tatwo moze zosta¢ zwigzane z przeciwciatem — CO

stanowi podstawe do stwierdzenia obecno$ci wirusa podczas konstrukeji bioczujnika (Ryec.
2).

Biatko powierzchniowe VP1 NoV

P

«—— Przeciwcialo specyficzne wobec VP1 NoV
(czg$¢ bioreceptorowa)

Matryca immobilizujaca przeciwciato

SAM/nanoczastki ztota/linker/BSA

Elektroda ztota (czg$¢ przetwornikowa)

Rycina 2. Budowa warstwy aktywnej bioczujnika. Szczegoétowe informacje na temat budowy bioczujnika
przedstawiono w Suplemencie.

Elektrode po kazdym etapie przeptukiwano w buforze PBS oraz woda dejonizowang. W
celu sprawdzenia prawidlowej modyfikacji kolejnymi zwiagzkami na powierzchni
elektrody 1 wykonania stabilnej warstwy, po kazdym etapie wykonywano zdjgcie
skaningowym mikroskopem elektronowym (SEM), jak rowniez oceniano dzieki
zastosowaniu elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (EIS) i cyklicznej

woltamperometrii (CV).

Do badan uzywano probek uzyskanych z fragmentow zywnosci (salata lodowa, borowka
amerykanska, maliny wtasciwej, 1 ostrygi (z Francji 1 Holandii)) o wymiarach 5 mm x 5
mm, drobno krojono skalpelem i zawieszano w buforze pomiarowym. Bakterie (w st¢zeniu
1,5 x 108 CFU) wywotujace objawy podobne do infekcji norowirusem (Enterococcus
faecalis, Salmonella spp., Escherichia coli, Bacillus subtilis) uzyskane z Katedry Patologii
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, mieszano z wirusem w stosunku 1:1. Do
izolacji materialu genetycznego uzywano komercyjnego zestawu Total RNA Maxi (A&A
Biotechnology, Polska). Do przeprowadzenia RT-gPCR wykorzystywano komercyjny
zestaw SensiFAST™ Probe No-ROX One-Step (BIO-76005)(BLIRT, Polska). Sondy i

startery zastosowano w oparciu o dane literaturowe [141].
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4.5.1. Prototyp czujnika szybkiego wykrywania norowirus6w w probkach

biologicznych i Srodowiskowych

Prototyp czujnika do szybkiego wykrywania norowirusdw oraz test przygotowanego

czujnika szczegdtowo opisano w Suplemencie (podrozdziat: Jednorazowy czujnik — test).

Aby przetozy¢ funkcjonalno$¢ biosensora na mozliwo$¢ odczytania 1 konwersji
otrzymanych wynikéw do informacji czytelnej i jasnej dla uzytkownika testu
skonstruowano urzadzenie zbierajace pomiary o nazwie Aquanostic Reader. Urzadzenie
to pozwala na odczytanie wynikow biosensora. Szczegdétowe informacje na temat
urzadzenia zbierajagcego pomiary Aquanostic Reader przedstawiono w Suplemencie.

Zasady dzialania testu przedstawiono w Suplemencie.
4.5.1.1. Przygotowanie testu

Procedura zostatla opracowana na bazie w/w badan eksperymentalnych, gdzie
potwierdzono wysoka stabilno$¢ i selektywnos$¢ warstwy wykrywajacej. Inkubacja testu
przeprowadzona zostala na 7 z 8 zlotych pdl, z jednym polem petnigcym funkcje kontroli
inkubacji testu. Szczegdétowe informacje na temat calego procesu przygotowawczego

przedstawiono w Suplemencie.

4.5.1.2. Przygotowanie probek kontroli pozytywnej i negatywnej do walidacji

testu

Opisane probki, pochodzace z roéznych zrodel, zostaly przygotowane zgodnie z
protokotem. Materiat zywnosciowy, taki jak satata lodowa (Lactuca sativa var. crispa L.),
borowka amerykanska (Vaccinium corymbosum L.), malina wtasciwa (Rubus idaeus L.),
krewetka tygrysia (Penaeus monodon Fabricius) oraz ostryga pacyficzna (Crassostrea
gigas Thunb.) uzyskano ze sklepu Selgros. Bakterie: Proteus mirabilis, Escherichia coli,
Salmonella spp., Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumoniae, uzyskano z Katedry
Patologii Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, Polska. Ludzkiego norowirusa
uzyskano z Matopolskiego Centrum Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w

Krakowie.

Probki potencjalnego materiatu zakaznego o wymiarach 2 mm x 2 mm rozdrobniono
skalpelem i zawieszono w buforze pomiarowym 500 pl. Kontrole pozytywng mieszano z
100 pl norowirusa. Nastepnie przefiltrowano przez sitko komérkowe PluriStrainer Mini
40 pum (PluriSelect cat. 43-10040-40, pluriSelect GmbH Feldafing, Niemcy) w celu

usunigcia pozostatosci tkankowych. Probke kazdego patogenu wywotujacego objawy
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podobne do zakazenia NoV (Proteus mirabilis, Escherichia coli, Salmonella spp., Yersinia
enterocolitica, Klebsiella pneumoniae) zbadano w stezeniu 1,5 x 108 CFU, a kontrola
pozytywna zostala zmieszana z wirusem w stosunku objetosciowym 1:1. Caty proces

przygotowania probek zostal przeprowadzony zgodnie z protokotem.
4.5.1.3. Procedura pomiarowa

Przeprowadzenie pomiaru:
1. Wiaczenie komputera, aplikacji pomiarowej oraz podlaczenie urzadzenia
Aguanostic Reader;
Przygotowanie probki;
Nakropienie buforu na segment pomiarowy;
Rozpoczecie 5 pomiardw stabilizujacych;
Nalozenie probki w 6 cyklach pomiarow;

Analiza wynikow — 4 cykle pomiarow;

N oo g~ D

Zakonczenie pomiarow i uzyskanie wyniku.

Pomiary wykonano dla czg¢stotliwosci: 1000.0 mHz, 641,529 mHz, 411,56 mHz, 264,028
mHz, 169,381 mHz, 108,663 mHz, 69,7106 mHz, 44,7214 mHz, 28,6901 mHz, 18,4055
mHz, 11,8077 mHz, 7,57497 mHz, 4,85956 mHz, 3,11755 mHz i 2 mHz. Do pomiarow
uzyto buforu Tris-HCI 100 mM, KCI 0,5 mM, KsFe(CN)s 1 mM, KoFe(CN)s 7,5 mM.

45.2.RT-gPCR

Do izolacji materiatu genetycznego z probek uzytych w badaniu zastosowano zestaw Viral
DNA/RNA (A&A Biotechnology, Polska). Do reakcji iloSciowej polimerazy tancuchowej
(RT-gPCR) uzyto termocyklera CFX Connect Bio-Rad. Do identyfikacji materiatu
genetycznego uzyto zestawu SensiFAST™ Probe No-ROX One-Step (BIO-76005)
(BLIRT, Polska). Zastosowano nastgpujace startery i sondy, wybrane na podstawie
literatury [142] i bedace sekwencjami specyficznymi dla regionéw kodujacych biatko
kapsydowe VP1:

Ludzki norowirus Gl
COG1-F CGYTGGATGCGNTTYCATGA
COG1-R CTTAGACGCCATCATCATTYAC
RING1 FAM-AGATCGCGGTCTCCTGTCCA
Ludzki norowirus GllI
COG2-Fwobble CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGA
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COG2-R TCGACGCCATCTTCATTCACA
RING2-AL-TPb FAM-TGGGAGGGSGATCGCRATCT
Mysi norowirus
MNV-F CCGCAGGAACGCTCAGCAG
MNV-R GGYTGAATGGACGGCCTG
MNV-TPd FAM-ATGAGTGATGGCGCA
Warunki reakcji RT-gPCR:
10 minw 45 °Ci2 min w 95 °C; nastgpnie 45 cykli po 5 s w 95 °Ci20sw 55 °C.

4.6. Przygotowanie wyciagow roslinnych i surowcow pochodzenia naturalnego
do oceny zdolnosci wirusobéjczych i przeciwutleniajacych ekstraktow

roslinnych

Do oceny cech wirusobdjczych 1 przeciwutleniajacych ekstraktoéw ro$linnych,
wykorzystano wyciagi roslinne przygotowane z: oregano (Origanum vulgare L.), kawa
(Coffea arabica L.), konopie (Cannabis sativa L.), tymianek (Thymus vulgaris L.),
pokrzywa (Urtica dioica L.), rozmaryn (Rosmarinus officinalis L.), imbir (Zingiber
officinale Roscoe), jezoOwka purpurowa (Echinacea purpurea L.), cynamon (Cinnamomum
verum J. Presl) i czosnek (Allium sativum L.), przygotowanych zgodnie z technikg
zaparzania i1 zageszczania na zimno. Zbadano ich wilasciwosci przeciwwirusowe oraz
zawarto$¢ zwigzkow fenolowych, flawonoidow 1 aktywno$¢ przeciwutleniajaca, w celu
potencjalnego zastosowania jako dodatku do konwencjonalnego leczenia objawowego w
infekcjach norowirusowych. Ziarna kawy pochodzity z palarni kawy Etno Cafe (Wroctaw,
Polska). Pozostale materialy roslinne pochodzity ze sklepu zielarsko-medycznego
Herbavit (Herbavit, Wroctaw, Polska) 1 zostaly wysuszone w sposob konwekcyjny.
Metoda ta polega na usuwaniu wilgoci z materiatu ro§linnego przy pomocy goracego
powietrza. Do przygotowania ekstraktow roslinnych zastosowano metode parzenia i

zageszczania na Zimno.

Do zbadania zawarto$ci zwigzkéw fenolowych wykorzystano metode Folina-Ciocalteu
[143]. Redukcja stezenia kationorodnika ABTS® postuzyla jako miara aktywnosci
przeciwutleniajacej. Zawarto$¢ flawonoidow zbadano przy pomocy metody chlorku glinu

wedtug Sembiring 1 wsp. [144].

Kazdy oceniany ekstrakt ros§linny zostat poddany testowi cytotoksycznosci w

rozcieficzeniach od 10! do 108, wraz ze zwigzkami referencyjnymi — epikateching (EPI) i
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kwasem kawoilochinowym (CQA). Cytotoksyczno$¢ zostata zbadana na linii komoérkowe;j
RAW 264.7. W tym celu usuwano plyn z dotkow 96-dotkowej ptytki, pokrytych
komorkami hodowli. Nastepnie dodawano 50 ul DMEM (minimum essential medium) i
50 pl roztworu MTT do kazdego dotka. Ptytke¢ inkubowano w 37 °C przez 3 h. Po tym
czasie dodawano 150 ul rozpuszczalnika MTT do kazdego z dotkow, zawijano ptytke w
foli¢ 1 wytrzasano na wytrzasarce orbitalnej przez 15 min. Absorbancj¢ odczytywano przy

dhugosci fali 590 nm w ciaggu 1 h.
4.7. Analiza statystyczna

4.7.1. Analiza statystyczna parametrow antyoksydacyjnych

Normalnos¢ rozktadow oceniano za pomoca testu Shapiro-Wilka. Do poréwnan w grupie
badawczej i w grupach norowiruséw w zaleznosci od rodzaju tkanki wykorzystano analiz¢
ANOVA Kruskala-Wallisa. W obrebie pojedynczej tkanki porownano grupe badang z
grupa kontrolng za pomocg testu U Manna-Whitneya. W opisie wykorzystano mediang
(dolny-gorny kwartyl) Me (Q1-Q3). Przeprowadzone testy miaty charakter dwustronny, a
poziom istotno$ci przyjeto na poziomie p < 0,05. Obliczenia wykonano w programie
Statistica (TIBCO Software Inc. (2017). Statistica (oprogramowanie do analizy danych),
wersja 13. http://statistica.io.).

4.7.2. Analiza statystyczna ekstraktow wyciagow roslinnych o dzialaniu

przeciwwirusowym

Uzyskane dane poddano analizie statystycznej przeprowadzonej w programie Statistica
13.0 (StatSoft Polska, Krakow, Polska). Wyniki przedstawiono jako $rednie + odchylenie
standardowe (SD). Przeprowadzono jednoczynnikowa analiz¢ wariancji, w ktorej srednie
Z testu post-hoc pordwnano za pomocg testu Duncana. Poziom istotnoSci przyjeto na

poziomie p < 0,05.
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5. WYNIKI

5.1. Analiza histopatologiczna

U wszystkich badanych osobnikow usmierconych po 3, 4 i 7 dniach od zakazenia
norowirusem stwierdzono zmiany histopatologiczne w tkankach watroby 1 tkance
moézgowe] (Ryc. 3-5) . U wybranych osobnikow z grup po 3, 4 i 7 dniach zmiany
odnotowano w ptucach i nerkach (Ryc. 6). W jelicie cienkim, grubym, trzustce i sercu u
zadnego ze zwierzat nie obserwowano obrazu odbiegajacego od obrazu w grupie

kontrolne;j.

U zwierzat z grup po 3, 4 1 7 dniach od zakazenia, w obrebie naczyn wewnatrzzrazikowych
watroby 1 triad watrobowych, w poréwnaniu do grupy kontrolnej, widoczne byly
limfocytarne nacieki okolonaczyniowe (Ryc. 3). W tkance watroby tych zwierzat
odnotowano hepatocyty dwujadrowe, ktore wskazuja na zachodzace procesy naprawcze
narzadu (Ryc. 3).

W tkance moézgowej grup po 3,4 1 7 dniach od zakazenia, nacieki zaobserwowano w
naczyniach oponowych moézdzku i $§rodmozgowia, glownie w istocie bialej (Ryc. 4.)
Zauwazono réwniez gabczaste zmiany istoty biatej spowodowane obrzekiem mozdzku w

grupach badanych w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 4 i 5).

W nerkach 1 phlucach osobnikow zakazonych zaobserwowano niewielkie nacieki

okotonaczyniowe. Uznano, ze zmiany te nie sg zwigzane z infekcja norowirusem.
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Rycina 3. Zmiany histopatologiczne w tkance watroby myszy szczepu C56B1/6J poddanych infekcji
norowirusowej (grupa kontrolna vs gr po 3, 4 i 7 dniach od zakazenia). Grupa kontrolna — prawidtowa
struktura hepatocytow otaczajacych zyle centralng (strzatka). Pow. 400x. Lagodny naciek limfocytéw wokot
naczynia krwionosnego (strzatka) po 3. (Pow. 400%) i 4. dniu. (Pow. 200x%). Po 7. dniu naciek limfocytow w
zrebie watroby (strzatka). Pow. 400x.
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Rycina 4. Zmiany histopatologiczne obserwowane w tkance $§rodmozgowia myszy szczepu C56B1/6]
poddanych infekcji norowirusowej oraz w grupie kontrolnej. Grupa kontrolna — liczne naczynia krwiono$ne
w $rodmoézgowiu (strzatka). Pow. 200%. Po 3. 1 4. dobie okotonaczyniowy naciek limfocytéw w istocie bialej
(strzatka). Pow. 400x. (D) po 7. dobie tagodny okolonaczyniowy naciek limfocytow w istocie bialej
(strzatka). Pow. 400x.
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Rycina 5. Zmiany histopatologiczne w tkance mézdzku myszy szczepu C56B1/6J podanych infekcji
norowirusem oraz w grupie kontrolnej. Grupa kontrolna — normalny obraz niezmienionej kory pokrytej
gabczastymi zmianami. Pow. 400x. W 3., 4.1 7. dobie okolonaczyniowy naciek limfocytéw w istocie biatej
(strzatka). Pow. 400x%.
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Rycina 6. Zmiany histopatologiczne w tkance ptuc i nerek myszy szczepu C56B1/6J podanych infekcji
norowirusem oraz w grupie kontrolnej. Ptuca: Naciek limfocytarny w grupie kontrolnej oraz w 3. dniu.
Widoczna tkanka limforetikularna (strzatka) obok oskrzelikow w grupie kontrolnej oraz w pecherzykach
phucnych w 3. dniu. Podobne zmiany stwierdzono u osobnikéw z grup 3., 4. i 7. dniu. Pow. 100x. Nerki:
naciek limfocytarny u zwierzat w 3., 4.1 7. dniu. W 4. dobie widoczny tagodny naciek limfocytow (strzatka)
pod torebka nerki i pomigdzy kanalikami proksymalnymi. Podobne zmiany zaobserwowano w pozostatych
okresach oraz w grupie kontrolnej. Dzien czwarty — Pow. 200x, siddmy — Pow. 400x.
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5.2. Analiza parametrow antyoksydacyjnych

Stwierdzono réznice istotne statystycznie w parametrach stresu oksydacyjnego takich jak
aktywno$¢ SOD, MnSOD, GST, GPx, GR i CAT, poziom TAC i TOS oraz stezenie MDA.
Badany material porownano pomiedzy grupa kontrolng oraz myszami zainfekowanymi

mysim norowirusem poddanymi eutanazji po 7 dniach od infekcji (Tabela I).

W niniejszych badaniach stwierdzono wyzszg aktywno$¢ SOD w tkance watroby myszy
kontrolnych w porownaniu do zakazonych norowirusem (Tabela I). Podobnie statystycznie
istotne réznice wykazano w aktywnos$ci MnSOD, ktorej wyzsze wartosci u myszy
kontrolnych zaobserwowano w watrobie, ale nizsze w tkankach nerek. Dalsze poréwnania
migdzy zwierzgtami w obu grupach w obrebie poszczegdlnych tkanek wykazaly wyzsza
aktywno$¢ GR w moézgu, mézdzku 1 watrobie myszy zakazonych norowirusem w
porownaniu do myszy kontrolnych. Zaobserwowano tez wyzsza aktywnos¢ GR w
tkankach pluc i nerek myszy kontrolnych w poréwnaniu do zakazonych, wyzsza
aktywnos¢ CAT w moézdzku, plucach i nerkach myszy zakazonych i1 zwigkszong
aktywno$¢ CAT w watrobie myszy kontrolnych (Tabela I). Poréwnujac aktywnos$¢ GPx w
poszczegblnych tkankach zwierzat kontrolnych i zwierzat zakazonych norowirusem
(Tabela 1), stwierdzono wyzszg aktywno$¢ GPx w mozdzku i ptucach myszy kontrolnych,
a takze w tkance watroby myszy zakazonych norowirusem. Dodatkowo pordéwnanie to
ujawnito wyzszg aktywno$¢ GST w watrobie myszy zakazonych norowirusem (Tabela ).
Ponadto zaobserwowano wyzszy poziom TAC w tkance mdzgowej, ale nizszy poziom w
mozdzku 1 tkankach watroby myszy zakazonych norowirusem w poréwnaniu z myszami
kontrolnymi. Zaobserwowano wyzsze poziomy TOS w moézgu i watrobie, ale nizsze
poziomy TOS w tkankach nerek myszy zakazonych norowirusem w pordwnaniu z grupa
kontrolng. Wreszcie, stezenie MDA byto wyzsze w tkance watroby myszy kontrolnych w

porownaniu z myszami zakazonymi norowirusem.
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Tabela I. Poziomy markeréw stresu oksydacyjnego w tkankach mézgu, mézdzku, watroby, ptuc i nerek pobranych od wszystkich myszy kontrolnych (n=7) i myszy zakazonych
MNV, usmierconych 7 dni po podaniu wirusa (n = 7). Wyniki przedstawiono jako median¢ z dolnym i gornym kwartylem (Me (Q1-Q3). p — istotnos¢ statystyczna (p < 0,05).

Marker stresu

. Grupa Mozg Mozdzek Watroba Pluca Nerka P

oksydacyjnego

kontrola 11,1 (9,0-14,1) 15(11,6-18,9) 36(3,348)  41(2557) 54 (4,868) <0,001
50D norowirus 12 (11,2-134) 15 (11,5-155) 2,7 (24-2.8)  49(32-63)  59(50-6,1) <0,001
(NU/mg biatka)

P kontolavs. ¢ 443 0,443 <0,01 0,523 0,701

norowirus

kontrola 31 (2141)  25(1437) 24(2229  26(2330  19(1,820) <005
MnSOD norowirus 2,7 (2,6-3,0) 2,6 (23-28)  2(1,9-22) 262228  22(21-24) <001
(NU/mg biatka)

P rentilavs: 1 609 0,609 <0,05 0,701 <0,05

norowirus

26,6 (25,7— 26,8 (24,9- 135 (12,4

kontrola 28,0) 27.5) 5,7 (5,4-7,4) 15.9) 1,8(1,5-2,4) <0,001

GR . 15,4 (15,0- 21,9 (19,3 18,3 (17,8-
2 2,6-4,7 < 1

(j.m./g biatka) norowirus 17.8) 22.6) 0,3 (0,2-0,3) 18.4) 3,6 (2,6-4,7) 0,00

Pronolavs. 001 <0,01 <0,01 <0,01 <0,05

norowirus

1841 (1412- 1332 (108,1-  396,4 (382,7— 1403 (1334  290,8 (2643

CAT kontrola o7 2y 147,1) 437,5) 144,3) 208,1) <0001
(j.m./g biatka) _ 154 (1176~  1935(186,3- 2256 (2041~  180,8 (166,1-  358,2 (355,0-

MOTOWITLS " 179.8) 238,9) 247,3) 187,7) 374,5) <0001



Marker stresu

. Grupa Mozg Moézdzek Watroba Pluca Nerka P
oksydacyjnego
P kontolavs. ¢ 55 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
norowirus
270 (208-
kontrola 446 (257-555) 488 (413-522) 65 (60-69) 496 (485-530) < 0,001
GPx . 250 (245
— — _ — <
(e biatka) norowirus 309 (271-358) 256 (205-373)  135(113-150)  389(384-399) . 0,001
P honolavs. 5 501 <0,01 <0,01 <0,01 0,443
norowirus
kontrola ~ 6,4(6,2-7,00  81(68-88)  39(3,1-46) 62(5276)  56(5266) <0001
GST norowirus  6,5(54-6,8)  7,5(64-96)  59(47-75)  64(89-70) 51(5152) <005
(j.m./g biatka)
P hentlavs. 5 509 1 <0,01 0,798 0,196
norowlirus
0,34 (0,32— 0,41 (0,38— 0,32 (0,31- 0,26 (0,22— 0,33 (0,32—
<
kontrola ) 5, 0,46) 0,36) 0,27) 0,44) 0,001
TAC orowirgs 043 (041 0,16 (0,14- 0,18 (0,11 0,25 (0,21 047 044 _ 001
(mmol/g biatka) 0,53) 0,18) 0,24) 0,34) 0,48) !
Plentiolavs: 9 01 <0,01 <0,01 0,256 0,07
norowirus
0,45 (0,29 0,46 (0,43— 2,48 (2,20~ 0,62 (0,60—
TOS kontrola 053) 0.56) 0,4 (0,38-0,46) 2.76) 0.71) <0,001
(j.m./g biatka) _074(067- 0,55 (0,51 0,87 (0,86- 1,97 (1,54- 0,43 (0,40
MOTOWITLS 4 90) 0,59) 1,07) 2,14) 0,46) <0001




Marker stresu

. Grupa Mozg Moézdzek Watroba Pluca Nerka P

oksydacyjnego

Phenolavs. 6 01 0,097 <0,01 0,055 <0,01

norowirus

14,3 (13,5-

kontrola 7,1 (6,5-8,2) 15’%( 35 29(2836) 33(3138 272132 <0,001
MDA _ 12,1 (11,2
(i m/g bislka) norowirus  7.2(67-84) 153 24(21-26) 3,7(32-46) 31(2838) <0,001

P kontolavs. ) g9g 0,055 < 0,05 0,523 0,246

norowirus

Skroty: CAT — aktywnos¢ katalazy; GPx — aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej, GR — aktywnos¢ reduktazy glutationowej; GST — S-transferaza
glutationowa, MDA — st¢zenie dialdehydu malonowego, MnSOD — aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej Mn, SOD — aktywno$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej, TAC — catkowita pojemnos¢ antyoksydacyjna; TOS — catkowity status oksydacyjny.



5.3. Opracowanie prototypu sprzetu diagnostycznego w postaci szybkich
testow antygenowych do detekcji norowiruséw. Testy do powszechnego

uzytku

Na poczatku po kazdym etapie modyfikacji elektrody zmiany w morfologii powierzchni
obserwowano za pomoca SEM (Ryc. 7a). Poczatkowy etap polegat na utworzeniu SAM z
I-cysteiny, ktora charakteryzuje si¢ warstwa o dos¢ zréoznicowanym kulistym ksztatcie
(Ryc. 7b). Morfologia samych nanoczastek zlota, ktore stuzyty jako matryca kotwiczaca
biatka w warstwie bioreceptorowej, jak 1 element przewodzacy w badaniach
elektrochemicznych, pozwolita na utworzenie w duzej mierze jednorodnej warstwy, ktéra
zawierala kilka rozproszonych, bardzo drobnych aglomeratow, a takze stosunkowo duze,
ptaskie skupiska o $rednicy kilku mikrometréw (Ryc. 7c). Po wprowadzeniu nanoczastek
ztota na powierzchni¢ SAM (Ryc. 7b) obraz powierzchni elektrody (przedstawiony na Rys.
8c) pokazal gesciej ,,upakowang” i nieliczne juz mikrometrowe aglomeraty o ktaczkowate;j
strukturze. Po modyfikacji SAM/AuNPs powierzchnia zostata pokryta warstwa linkera
EDC/NHS (Rys. 7d). Stosunkowo gladka i ciggta warstwa EDC/NHS pokryta mniejsze
skupiska SAM 1 nanoczastek ztota lub czg$ciowo osadzita wigksze. Na tak wykonanej
warstwie przeciwciato zostato unieruchomione i zobrazowane (Ryc. 7¢). Widoczna jest
zmiana morfologii powierzchni i drobna ziarnisto$¢ w obszarach, w ktorych warstwa
EDC/NHS byta najciensza. Ponadto zaobserwowano kilka ptaskich skupisk wigkszych niz
100 mikrometrow, powstaty one w wyniku unieruchomienia przeciwciata na powierzchni

zmodyfikowanej elektrody.

37



Rycina 7. Zdjecia z mikroskopu SEM powierzchni po kazdym etapie modyfikacji. Obrazy SEM morfologii
powierzchni elektrody modyfikowanej za pomoca: SAM (a), AuNPs (b), SAM/AuNPs (c),
SAM/AUNPS/EDC/NHS (d), SAM/AuNPs/EDC/NHS/przeciwciato (e).

Prawidlowe osadzanie kolejnych warstw na AuE zobrazowano rowniez z zastosowaniem
techniki woltamperometrii cyklicznej (CV), stosujac modelowy zwigzek redox
ferri/ferrocyjanek jako analit. Na otrzymanym woltamperogramie wida¢ odwracalng
rekacje utleniania-redukcji analitu z odstgpem migdzy szczytowym okoto 30 mV migdzy
warto$cig szczytowa pradu anodowego a katodowego wobec wszystkich typoéw elektrod
(elektrody czystej oraz z kolejnymi warstwami receptorowymi). Ztota krzywa przedstawia
wyniki sygnatu utleniania wobec analitu czystej elektrody ztotej. Jak widaé, prad
szczytowy piku anodowego wynosi okoto 80 pA. Natomiast na wykresie

przedstawiajacym elektrode ztota, zmodyfikowang warstwa potprzewodzaca, czyli AuNPs
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prad szczytowy znacznie wzrost — do wartosci okoto 125 pA (Ryc. 8 zielona krzywa).
Nastepnie po dodaniu kolejnej warstwy linkera — EDC/NHS i1 przeciwciata obserwowany
jest spadek natezenia pradu, co jest zwigzane z faktem, iz wytworzona $cisle upakowana
warstwa, ktora powstaje w wyniku kowalencyjnego przytaczenia przeciwciata, blokuje
dostep do powierzchni elektrody (przetwornika) i niejako blokuje przeptyw elektronéw z
warstwy bioreceptorowej do elektrody.

—— AUE/SAM/AUNPS/EDC/NHS/AB/BSA + K,[Fe(CN),]
AUE/SAM/AUNPS/EDC/NHS + K [Fe(CN),]

——— AUE/SAM/AUNPS + K4[Fe(CN),]
AUE + K,[Fe(CN)g]

1.5x10 4

1x10°

5x10°6 -

| (A)

-5x10°° 4

-1x107°

-1.5x10°

-2x10°° T v T T T v T Y T v T

E (V)

Rycina 8. Widmo cyklicznego woltamigramu dla kazdej z warstw na zlotej elektrodzie. Woltamogram CV,
przedstawiajacy przygotowanie elektrochemicznego immunosensora do wykrywania NoV przy uzyciu 5
mM sondy redoks zelazo/zelazocyjanek, KNO3 stosowanej jako elektrolit pomocniczy; zakres potencjatow:
—0,4-0,6 V; szybko$¢ skanowania: 50 mV s%; w poréwnaniu z Ag/AgCl.
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5.3.1. Testy funkcjonalne prototypu biosensora do wykrywania norowiruséw
5.3.1.1. Badanie liniowosci i limitu detekcji, ocena selektywnosci

Po wytworzeniu stabilnej matrycy do detekcji norowirusa sprawdzono parametry
uzytkowe wytworzonego biouktadu w mozliwosciach oznaczania norowirusa. Pierwszym
parametrem bylo zbadanie liniowosci 1 limitu detekcji. Krzywa kalibracji (Ryc. 9b)
oznacza dobrg liniowos¢ w badanym zakresie, przy R2 = 0,992. Najnizsze stezenie

wykryte przedstawiong metoda wyniosto — 1 x 10 8 TCID .

a)
2.0x1075 -
! Immunosensor + PBS
Immunosensor + NoV 1071°
1.5x107° -7
Immunosensor + NoV 10
Immunosensor + NoV 10
< 1 ox10% Immunosensor + NoV 1073
— UX —
Immunosensor + NoV 107
5.0x10°
——
004 -
T T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
E [V]
b)
[
1.8x10° 4 C
NoV 1071
L R? = 0.992
1.6x10° - NoV 107
<
— L]
fesiot NoV 105
’ [
NoV 103
1.2x105 ‘
Nov 10" ®
T T T T T
Dilution

Rycina 9. Wykresy (a) DPV dla r6znych rozcienczen NoV w potencjalnym zakresie 0,4-0,6 V w poréwnaniu
z Ag/AgCl; (b) liniowa zalezno$¢ migdzy rozcienczeniem biezacym i NoV.

W celu wykluczenia falszywie pozytywnych i negatywnych wynikéw — a wigec oceny
selektywno$ci wytworzonego ukladu — przeprowadzono pomiary z probkami ZywnoS$ci
oraz bakteriami dajacymi objawy zapalenia jelit i zotagdka. Badania przeprowadzono przy

pomocy probek zywnosci takich jak: boréwki (Vaccinium L.), sataty (Lactuca sativa L.),
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maliny (Rubus idaeus L.) i ostryg jadalnych (Ostrea edulis) z Francji i Holandii,

zakupionych w sklepie Selgros (Mirkow, Polska).

W trakcie badan selektywnos$ci porownano sygnat pradowy uzyskany z badanych probek
zmieszanych z NoV z uzyskang wartoscia pradu dla 1 x 10 TCIDso. Kazda badana probka
wykazywata podobng warto$¢ jak probka z wirusem (Ryc. 10). Reakcja w badanym
materiale r6zni si¢ od NoV tylko 3%. Przedstawione wyniki wykazuja, ze proponowany
immunoczujnik moze by¢ skutecznie stosowany do pomiaru norowirusa w projektach

diagnostycznych i badaniach jako$ci zywnosci.

1.8x10°5
==t ;
1
1.5x10°° /
— r/ NoV
1.2x10° - NoV+Boréwka
NoV+Malina

-+ Nov+Satata
;| NoV+Ostryga F
NoV+Ostryga H
!,','| NoV+B. subtilis
B Nov+E.coli

NoV+E. faecalis
E NoV+Salmonella spp.

= 9.0x10° 1

6.0x10°°

3.0x10°

A.0NMHIHHINHinnnny

0.0

Rycina 10. Wyniki pomiarow probek zywnosci i bakterii przy pomocy réznicowej woltametrii pulsowej
(DPV).
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5.3.1.2. Badania stabilnos$ci biosensora do wykrywania norowirusow

Czujnik przebadano pod katem dlugoterminowej stabilnosci. Opracowany uktad
pomiarowy byl stabilny przez minimum 2 tygodnie podczas przechowywania w 4 °C
(100% wilgotnosci). Badanie wykonano przy zastosowaniu techniki CV (cyklicznej
woltamperometrii). Zauwazono zmian¢ Sredniego pradu elektrycznego z pierwotnym

sygnatem tylko o 4% po okresie dwoch tygodni, co jest dobrym wynikiem (Ryc. 11).

%10 - 60 scans
1x107°
<
— 0~
-1%10®
-2x10°5 4
1 L 1 ] 1 N 1 ' 1 L 1
0.4 0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
E (V)

Rycina 11. Skan cyklicznej woltamperometrii czujnika w obecno$ci 5 mM Fe(CN) 6 3— /Fe(CN) 6 4—w 0,1
M KNOjs po 2 tygodniach. Zakres potencjatu: —0,4-0,6 V, szybko$é¢ skanowania 50 mV s, w poréwnaniu
do elektrody Ag|AgCl, 60 cykli.
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5.3.1.3. Poréwnanie wynikow analiz genetycznych z pomiarami uzyskanymi z

prototypu biosensora do wykrywania norowirusow

Ztotym standardem diagnostyki norowiruséw sg testy RT-QPCR oraz RT-LAMP [123, 39].
Probki uzyte w badaniach zostaty sprawdzone przy uzyciu RT-qPCR. Wyniki uzyskane z
pomiarow na czujniku byty bardzo zblizone do wynikéw RT-gPCR. Brak niezawodnego
systemu hodowli tkankowej dla HuNoV doprowadzit do powszechnego stosowania MNV
w wielu badaniach [145]. Niemniej jednak RT-qPCR jest najczgsciej stosowang metoda
diagnozowania zakazenia NoV. Analiza ta jest pracochtonna 1 wymaga

wyspecjalizowanego personelu 1 sprzgtu, dlatego tez badane sg inne, prostsze metody.

30

2

RT-PCR (Cq)
T
I
I
N

T
I
I
N
T

Rycina 12. Wyniki prébek zywno$ci i bakterii z NoV i bez, zbadane przy pomocy RT-qPC.
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5.3.2. Prototyp czujnika szybkiego wykrywania norowiruséw w probkach

biologicznych i sSrodowiskowych: Jednorazowy czujnik - test

Prototyp czujnika do szybkiego wykrywania norowirusdw oraz test przygotowanego

czujnika szczegdtowo opisano w Suplemencie (podrozdziat: Jednorazowy czujnik — test).
5.3.2.1 Wyniki RT-gPCR

Przed przystapieniem do badania na elektrodzie, kazdy materiat poddano analizie testem
RT-qPCR w celu potwierdzenia obecno$ci norowirusa lub jego braku. Szczegdtowe

wyniki dla kazdej probki znajduja si¢ w Tabeli S| zamieszczonej w Suplemencie.
5.3.2.2. Pomiary kontroli pozytywnej i negatywnej na elektrodzie

Test zostal zoptymalizowany wobec roznych typow probek biologicznych i

srodowiskowych, aby potwierdzi¢ jego skutecznos$¢ 1 wiarygodnos¢.
Kontrola pozytywna:

a. Probki MNV hodowane na komorkach ustalonej linii makrofagéw mysich-RAW
264.7

b. Probki HuUNoV

Kontrola negatywna:
a. Plyn znad hodowli komorek RAW 264.7
b. Ptyn, w ktorym byt zawieszony HuNoV

c. Probki zywnosci — sataty lodowej, borowki amerykanskiej, maliny witasciwe;,

krewetki tygrysiej oraz ostrygi pacyficznej

d. Probki bakterii — Proteus mirabilis, Escherichia coli, Salmonella spp., Yersinia

enterocolitica oraz Klebsiella pneumoniae.

Probki zywnosci 1 bakterii zmieszano z kontrolg pozytywna oraz z odpowiadajacg im
kontrolg negatywnga. Kazda probka zostala mierzona w co najmniej trzech powtérzeniach
biologicznych 1 dziesieciu technicznych, aby zapewni¢ dokladno$¢ i wiarygodno$¢
wynikow. Reprezentatywne wykresy dla kazdej badanej grupy zamieszczono na Rycinach

S8-S61 umieszczonych w Suplemencie.

Probki pozytywne charakteryzowaly si¢ wzrostem impedancji na co najmniej 4 polach na

elektrodzie. Wzrost ten byl spowodowany potaczeniem przeciwciala umieszczonego na
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tescie z norowirusem w probce. Zatozeniem badania bylo sprawdzenie czy wszystkie
probki uznane za pozytywne, przy pomocy testu RT-gqPCR, zostang tak samo

scharakteryzowane przez przygotowany uktad pomiarowy.

Pierwszym etapem badan kontroli pozytywnej bylo zbadanie probek MNV i HuNoV.

Natozony materiat badawczy wykazal wzrost impedancji (Suplement: Ryciny S8, S9).

Etap drugi kontroli pozytywnej obejmowal zmieszanie probek MNV oraz HuNoV z
probkami zywnosci, ktora jest potencjalnym no$nikiem materialu zakaznego tj. — salata
lodowa, boréwka amerykanska, malina wlasciwa, krewetka tygrysia oraz ostryga
pacyficzna. Na Rycinach S10-S19 umieszczonych w Suplemencie widoczny jest wzrost
impedancji po naniesieniu materialu badawczego, co stanowi oczekiwang odpowiedz testu

na dodane probki.

W trzecim etapie badan kontroli pozytywnej, zmieszano MNV, HuNoV z materialem
zakaznym dajacym podobne objawy jak infekcja norowirusowa tj. Proteus mirabilis,
Escherichia coli, Salmonella spp., Yersinia enterocolitica oraz Klebsiella pneumoniae.
Przebadany material wykazywal znaczny wzrost impedancji (Suplement: Ryc. S20-S29).

Test zadziatat w sposdb prawidlowy i wykazat zmiang warto$ci impedancji.

Kolejnym etapem badan byty testy kontroli negatywnej, w celu potwierdzenia, ze wzrosty
impedancji s3 odpowiedza na potaczenie przeciwcial bedacych elementem testu z
norowirusem. Jako pierwsze badano probki ptynu znad hodowli komorek RAW 264.7.
oraz ptynu, w ktérym zawieszony byt HuNoV. Nie zaobserwowano wzrostu impedancji

(Suplement: Ryc. S30, S31)

W celu upewniania si¢, ze widoczna zmiana nie jest wynikiem dodania wyzej
wymienionych materiatdéw badawczych, w drugim etapie zbadano probki zywnosci, ktora
jest potencjalnym nosnikiem materialu zakaZznego. Nie obserwowano wzrostow

impedancji (Suplement: Ryc. S32-S36).

Trzeci etap testowania kontroli pozytywnej polegal na potaczeniu etapu pierwszego
(probki ptynu znad hodowli komérek RAW 264.7. oraz ptynu, w ktérym byt zawieszony
HuNoV) z probkami zywno$ci. Nie zaobserwowano wzrostow impedancji (Suplement:

Ryc. S37-544).

Czwarty etap obejmowat badanie materiatu zakaznego, dajacego podobne objawy jak
infekcja norowirusowa. Pozwolito to na wykluczenie falszywie pozytywnych wynikow,

spowodowanych obecnoscia wigkszej liczby patogendéw. Na podstawie uzyskanych
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rezultatdow nie wykazano wzrostu impedancji po dodaniu bakterii (Suplement: Ryc. S45-
S51).

Piatym etapem analizy kontroli negatywnej bylo polaczenie etapu pierwszego z etapem
czwartym. Zbadano czy zmieszanie ptynu znad hodowli komorek RAW 264.7. oraz ptynu,
w ktorym byt zawieszony HuNoV z bakteriami da taki sam efekt jak pojedynczo. Podobnie

jak poprzednio, nie zaobserwowano wzrostu impedancji (Suplement, Ryc. S52-S61).
5.3.2.3. Czulosé i swoistos¢ zwalidowanego testu

Na podstawie zebranych wynikdéw obliczono czulo$¢ i swoistos¢ testu. Jako pozytywny
wynik kwalifikowano wyrazny wzrost impedancji na co najmniej 4 kanatach. W analizie
uwzgledniono 262 probki pozytywne 1 262 probki negatywne. Czuto$¢ odnosi si¢ do
zdolnosci testu do wykrywania NoV i okre$la, ile probek norowirusowych zostalo

poprawnie zidentyfikowanych. Czuto$¢ testu wyniosta 95%.

5.4. Wyniki dzialania przeciwwirusowego ekstraktow roslinnych parzonych

na zimno i stezonych na zimno przeciwko norowirusowi mysiemu (MNV)

Aktywnos$¢ wirusobojcza wahata si¢ miedzy 99,90% (dla oregano) a 99,99% (dla

tymianku, pokrzywy, rozmarynu, imbiru, jezowki, cynamonu i czosnku) (Tabele I1 i 111).

Tabela Il. Stgzenia ekstraktow roslinnych uzyte w badaniu cytotoksycznos$ci oraz wyniki cytotoksycznosci.

Stezenie Rozcienczenie, ktore
Zrédlo ekstraktu ro$linnego badanego nie dawalo efektu
ekstraktu (%) cytotoksycznosci

O.rrlg.anum vulgare L. 18 102
Liscie oregano
Coffea arabica L. 18 103
Kawa arabica w postaci palonych ziaren
Can'nab|§ s.a}tl.va L. . 18 103
Nasiona i liscie konopi
Th}/mus vu_lgarls L. _ 18 103
Liscie tymianku pospolitego
U‘r’tl.ca dioica L. o 18 102
Liscie pokrzywy zwyczajnej
Rosmarinus officinalis L. 18 102
Liscie rozmarynu lekarskiego
Zingiber officinale R

ingiber officinale Roscoe 18 102

Korzen imbiru
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Echinacea purpurea L.

., 18 1073
Jezowka purpurowa
Cinnamomum verum J. Presl 18 103
Kora cynamonowca cejlonskiego
Allium sativum L. 3
Czosnek bulwiasty 18 10
Eikatechina (EPI) 10 107
Kwas kawoilochinowy (CQA) 10 1072

Calkowita zawartos$¢ fenoli w badanym materiale wynosita od 105,7 mg GAE/100 ml (dla

ekstraktu z oregano) do 9,2 mg GAE/100 ml (dla ekstraktu z czosnku). Najwyzsza

zawarto$¢ flawonoidow oznaczono w ekstrakcie z oregano (1217,94 mg CE/100 ml), a

najnizsza z czosnku (259,08 mg CE/100 ml). Najnizsza zdolno$¢ antyoksydacyjna

prezentowala kawa (451,15 pmol Trolox/100 ml), z kolei najwyzsza, czosnek (844,72

pumol Trolox/100 ml). Szczegdtowe wyniki zebrano w Tabeli 1.

Tabela I11. Dziatanie przeciwwirusowe ekstraktow roslinnych parzonych na zimno i stezonych na zimno
przeciwko norowirusowi mysiemu (MNV) okreslone poprzez pomiar catkowitej zawartosci fenoli (TPC),
zawartosci flawonoidéw i zdolno$ci przeciwutleniajgcej w ekstraktach roslinnych. Wyniki zaprezentowano
za pomocg $redniej + odchylenia standardowego; $rednie warto$ci oznaczono literami a-e (p < 0,05).

Zdolnosé
Zrédlo ekstrakt TPC Flawonoidy ant?:/ O'l:i’;/da Ail:ltl):)vll)lg'sccz
06 u (Mg GAE  (mg CE/100 ) W )
roslinnego 1100 ml) ml) (umol a
Trolox/100 (%)
ml)
Origanum vulgare L. 105,73 + 1217,942+ 574,569 + 99.90
LiScie oregano 1,57 2,12 4,34 ’
Ezf/fliaa?;:)cl;ivlmostaci 77670 955,28° & 451,15°+ 99,91
cawp 3,14 0,56 5,21 !
palonych ziaren
Cannabis sativa L. 47,26° + 268,58% + 791,31° + 99.95
Nasiona i liscie konopi 17,81 2,76 5,21 ’
lh,y n."“f V“.'ga;s L 37600+  45528°+ 762,450+ 09,09
iScie tymianku 132 114 0.87 ,
pospolitego
Eir,t'.ca d'i'ca L 25530+ 33503+ 818,32+ 99,95
scle poktzywy 2,15 47 3,47 !
ZwWyczajnej
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Rosmarinus officinalis L. 24,830 + 357.18° + 807.27° +

Liscie r_ozrnarynu 314 701 521 99,99

lekarskiego

ég'fc'::r officinale 24139+ 293899+ 798,670+ 09,0
2,81 2,94 3,49 ’

Korzen imbiru

Echinacea purpurea L. 300,229 + 832,44% +

14,549 + 0,5 99,99
Jezowka purpurowa 3,01 4,34
Cinnamomum verum J.
Presl . 271,74d + 842,88+

+
Kora cynamonowca 9637+0,33 5,56 6,95 99,99
cejlonskiego
Allium sativum L. 259,08% + 844,722 +
. 116+ 0,1 ' ’ ,

Czosnek bulwiasty o 0.16 2,54 6,09 99,99

mg CE/100 ml - zawarto$¢ flawonoidow wyrazona jako rOwnowazne stgzenie katechiny; mg GAE/100 ml -
zawarto$¢ polifenoli wyrazona jako rownowazne stezenie kwasu gallusowego; Trolox, kwas 6-hydroksy-
2,5,7,8-tetrametylochromano-2-karboksylowy.
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6. DYSKUSJA

Niniejsza, praca miata na celu zbadanie, w jaki sposob zakazenie MNV wptywa na stres
oksydacyjny i zmiany histologiczne u myszy a takze opracowanie prototypu biosensora do

detekcji norowiruséw w materiale biologicznym.

Powszechnie wiadomo, ze zakazenie MNV wigze si¢ ze zmianami histopatologicznymi u
gospodarzy immunokompetentnych, ale chorobie klinicznej zapobiega odpowiedz
interferonowa zalezna od przekaznika sygnatu i aktywatora transkrypcji STATL1 (signal
transducer and activator of transcription 1). W pracach innych autoréw wykazano, ze
interferon gamma (interferon typu Il), wraz z innymi interferonami typu I (m.in. interferon
alfa, beta, kappa) i IIl (interferon lambda), odgrywa role w ograniczaniu infekcji
makrofagéw wirusem MNV. W badaniu Hsu i wsp. [146] myszy zakazone MNV
analizowano pod katem zmian histopatologicznych w réznych grupach, w tym myszy
naturalnie zakazonych MNV; myszy typu dzikiego eksperymentalnie zakazonych MNV;
myszy z niedoborem odpornos$ci eksperymentalnie zakazonych MNV; myszy w modelach
choréb przewodu pokarmowego eksperymentalnie zakazonych MNV; oraz myszy w
innych modelach chorob eksperymentalnie zakazonych MNV. Niektore myszy naturalnie
zakazone MNV wykazywaly zmiany histopatologiczne w watrobie, ptucach, krezkowych
weztach chtonnych 1 $ledzionie. U niektorych myszy typu dzikiego eksperymentalnie
zakazonych MNV zmiany histopatologiczne wystapily w watrobie, jelicie cienkim 1
Sledzionie [146]. W badaniu histopatologicznym myszy z niedoborem odpornosci,
eksperymentalnie zakazonych MNV zaobserwowano zmiany w watrobie, ptucach, jelicie
cienkim i $ledzionie, a w przypadku myszy Rag2-/-, /STAT1-/- i IfnofyR-/-
zaobserwowano zmiany w mozgu [146]. Niektore myszy (myszy naturalnie zakazone
MNV; myszy typu dzikiego eksperymentalnie zakazone MNV; myszy z niedoborem
odpornosci eksperymentalnie zakazone MNV; myszy w modelach chorob zotadkowo-
jelitowych eksperymentalnie zakazonych MNV; i1 myszy w innych modelach chorob
eksperymentalnie zakazonych MNV) w modelach chordb przewodu pokarmowego
eksperymentalnie zakazonych MNV wykazywaly zmiany histopatologiczne w
krezkowych weztach chtonnych, jelicie cienkim i grubym, $ledzionie i Zotadku [146]. W
przypadku szczepoéw B6.129P2 - Apoe ™V /3 i B6.129S7- LdIr ™M /3 w modelu
miazdzycowym eksperymentalnie zakazonych MNV zaobserwowano zmiany w aorcie

[146]. W niniejszej pracy wlasne] nie stwierdzono powaznych zmian w badanych
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narzadach, z wyjatkiem lagodnych naciekow limfocytow w mozgu 1 watrobie bez

widocznego uszkodzenia komorek.

Infekcje wirusowe sa jedna z najczestszych przyczyn zakaznego zapalenia mozgu [147].
Opisano kilka patogenow wywolujacych ten stan, takich jak m.in. arbowirusy,
rabdowirusy, enterowirusy, herpeswirusy, retrowirusy, ortomyksowirusy,
ortopneumowirusy i1 koronawirusy [148]. MNV, jak dotad, nie byt jednak traktowany jako
czynnik neuropatogenny, co stoi w sprzeczno$ci do wynikow uzyskanych w
przeprowadzonych przez nas eksperymentach. Niniejsze badania wykazaty rowniez, ze
poziom aktywnos$ci enzymatycznej 1 st¢zenie nieenzymatycznych markerow stresu
oksydacyjnego rdznig si¢ i sa zalezne od rodzaju tkanki. Infekcja wirusowa spowodowata
wyczerpanie i istotne zmniejszenie aktywnosci wigkszosci ocenianych enzymoéw, takich
jak SOD, MnSOD, CAT i GR w tkance watroby w poréwnaniu z myszami kontrolnymi,
podczas gdy aktywno$ci GPx 1 GST mierzone w tkance watroby byly znacznie wyzsze u
myszy zakazonych norowirusem. Dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza i enzymy zalezne
od glutationu, takie jak GPx, sa najwazniejszymi enzymami antyoksydacyjnymi.
Dysmutazy ponadtlenkowe, takie jak catkowity SOD i MnSOD, s3 enzymami, ktore
katalizuja konwersj¢ rodnika nadtlenowego (O2—) ponadtlenku do Oz i H2O,. Katalaza
katalizuje konwersje H20, do H20 i Oz, a GPx katalizuja konwersj¢ H202 lub
wodoronadtlenkow do H20 i alkoholi, jednoczesnie utleniajac GSH do GSSG. Rola
reaktywnych form tlenu podczas infekcji wirusowych moze by¢ niejasna i moze zaleze¢
od sposobu ich wytwarzania [149]. Aktywno$s¢ MnSOD byta wyzsza w tkance nerkowe;j
myszy zakazonych norowirusem w porownaniu do myszy kontrolnych, z kolei aktywnos$¢
GR byla nizsza we wszystkich badanych tkankach myszy zakazonych norowirusem, z
wyjatkiem tkanki plucnej. Wiadomo, ze aktywnos$¢ 1 stezenie wybranych enzymow

antyoksydacyjnych zmienia si¢ podczas zakazenia norowirusem.

Ogolny stan rownowagi pro- i antyoksydacyjnej organizmu ocenia si¢ zazwyczaj na
podstawie catkowitego statusu utleniajacego (TOS), natomiast ogdlny poziom
przeciwutleniaczy w organizmie okre§la si¢ na podstawie catkowitej zdolnosci
przeciwutleniajacej  (TAC)  [150].  Wybrane  nieenzymatyczne  parametry
antyoksydacyjne/oksydacyjne takie jak TOS, TAC i MDA zmienialy si¢ po zakazeniu
norowirusem w zalezno$ci od analizowanej tkanki. Niemniej jednak infekcja norowirusem
spowodowata zwigkszenie poziomu TOS w mozgu 1 watrobie oraz poziomow TAC w

tkankach mézgu, podczas gdy poziomy TOS byty znacznie obnizone w nerkach. Podobne
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badania wykazaty, ze poziom TOS wyraznie wzrasta wraz z zaostrzeniem choroby
COVID-19, gdyz podwyzszony poziom stresu oksydacyjnego ma zdolno$¢ nasilenia tej
choroby. Karkhanei i wsp. [150]. podali, ze poziom TOS w surowicy, jednego z
biomarkeréw stresu oksydacyjnego, byl wyzszy u pacjentow z ostra postacig infekceji
wywotanej SARS-Cov-2 [150]. Autorzy wykazali, ze poziomy TOS w surowicy u
zakazonych pacjentow z COVID-19 byly powigzane z innymi waznymi czynnikami,
takimi jak goraczka, hospitalizacja dtuzsza niz tydzien, miejsce zamieszkania, status
edukacyjny 1 rodzaj pracy oraz posredni zwigzek ze SpO2. Zmniejszenie TAC moze
prowadzi¢ do zmniejszenia odpornosci organizmu 1 ostatecznie do zwigkszonej
$miertelnosci [150]. Przedstawione wyniki dowodza, ze markery stresu oksydacyjnego
zmieniaja si¢ szybko w zaleznos$ci od warunkow $rodowiska zewngtrznego. Wybrane
dowody sugeruja, ze nadprodukcja ROS i1 wyczerpanie uktadu antyoksydacyjnego

odgrywaja znaczaca role w patogenezie infekcji wirusowych i progresji choroby.

NoV sa diagnozowane przy uzyciu réznych metod, takich jak reakcja tancuchowe;j
polimerazy z odwrotng transkrypcja (RT-PCR), izotermiczna amplifikacja petli (LAMP) i
immunochromatografia (IC) [151- 155]. Dla potwierdzenia obecno$ci NoV w probce
réwniez mozna wykorzystac test immunoenzymatyczny (ELISA), Western Blot (WB) oraz

mikroskopi¢ elektronowa [157,158]

Diagnostyka NoV technikg RT-PCR charakteryzuje si¢ wysoka czuloscig |
specyficznoscig. Technika ta potrafi wykry¢ nawet niewielkie ilosci NoV w probcee,
pozwala réwniez na oceng, z ktorg genogrupa mamy do czynienia. Jednak nie wszystkie
szczepy mozna wykry¢, co powoduje wynik falszywie ujemny. RT-PCR mozna
zastosowac¢ do diagnostyki roznych biologicznych probek w tym katu, wymiocin woda,
zywnos$ci oraz powierzchni. Diagnostyka ta jest kosztowa metodg 1 wymaga personelu
posiadajacego specjalistyczng wiedzg z zakresu biotechnologii [151]. Czas oczekiwania
na wynik probki katu w laboratoriach diagnostycznych wynosi 21 dni roboczych [152,153]

przez co infekcja moze zakonczy¢ si¢ przed odebraniem wynikow [154].

Technika LAMP charakteryzuje si¢ rowniez wysoka czutoscig i specyficznoscia, jest
szybsza, prostsza i1 tansza niz RT-PCR, jednak nie jest dostgpna we wszystkich
laboratoriach [155]. Technika LAMP moze by¢ mniej doktadna niz RT-PCR. Mimo, Ze
jest szybsza, tansza i mniej skomplikowana w przeprowadzeniu, dalej wymaga personelu

posiadajacego wyksztalcenie biotechnologiczne oraz specjalistycznego sprzgtu [151].
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Diagnostyka NoV technikg immunochemiczng jest szybka, trwa okoto 15-30 minut, jednak
czesto jest przeznaczona do uzytku w laboratoriach co wydtuza czas oczekiwania do 1-3
dni (czas dla probki katu [152]). Same testy sa proste w uzyciu, tanie (w stosunku do
techniki RT-PCR) i sa latwe do interpretacji. Testy immunochemiczne sg dostepne w
roznych formatach, w tym jako testy kasetowe i testy paskowe, jednak charakteryzujg si¢
znacznie nizszg czuto$cig i specyficznoscia, niz testy RT-PCR. Testy immunochemiczne
moga tez dawac falszywie dodatnie wyniki, spowodowane reakcja krzyzowa z innym

patogenem, reakcje nieswoiste oraz obecnos¢ przeciwcial anty-NoV [156].

Test ELISA charakteryzuje si¢ wysoka czulo$cig, specyficznoscig oraz stosunkowa
fatwosciag wykonania (w pordéwnaniu do techniki RT-PCR [156]. Mozliwa jest
automatyzacja procesu pozwalajaca na zbadanie wielu probek jednoczes$nie. Koszt
wykonania jest relatywnie niski w stosunku do metod diagnostycznych, takich jak RT-
PCR. Istnieje jednak ryzyko dodatnie fatszywych lub falszywie ujemnych wynikéw.
Probki nieprawidlowo przechowywane lub nieprawidtowo przygotowane moga wptynaé
na zafalszowanie wyniku [156]. Niektore probki mogg zawiera¢ substancje krzyzowo
reagujace lub zakldcajace proces wigzania antygenu, co moze wptywaé na wyniki testow.
Test ten moze by¢ przeprowadzony tylko przez osoby posiadajace odpowiedni zakres
wiedzy z dziedziny biotechnologii. Interpretacja wynikow réwniez wymaga
doswiadczenia laboratoryjnego. Testy nie sg dostepne dla wszystkich genotypow NoV
[156].

Technika Western Blot jest wysoce specyficzna, daje mozliwo$¢ identyfikacji genotypow,
jednak czuto$¢ tej techniki jest nizsza niz RT-PCR. Jest czasochionna, kosztowna i

wymaga doswiadczenia laboratoryjnego oraz specjalistycznego sprzetu [157].

Z kolei mikroskopia elektronowa, ktora jest wysoce czula metoda pozwalajagca na
identyfikacje NoV i odréznienie go od innych wiruséw powodujacych podobne objawy.
Jest stosunkowo szybka metoda i moze dawa¢ wyniki w ciagu kliku godzin, pozwala tez
na obserwacj¢ morfologii wirusa. Koszt mikroskopii elektronowej jest jednak duzo wyzszy
niz innych metod diagnostycznych wymienionych wyzej. Wymaga specjalistycznego
sprz¢tu 1 doswiadczonego personelu, a sama interpretacja jest czasochlonna i wymaga
doswiadczenia. Co wigcej, charakteryzuje si¢ niskg swoisto$cig - moze dawac falszywie

dodatnie wyniki w przypadku innych wiruséw o podobnej morfologii [158].
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W zwigzku z istniejgcymi testami pozwalajagcymi na detekcje norowirusa, ktore nierzadko
sg dhugotrwate, wymagaja naktadow finansowych czy wykwalifikowanego personelu,
alternatywe¢ stanowig szybkie testy diagnostyczne. Opracowany w przedstawionych
badaniach wlasnych test jest szybki - czas wykrywania z przygotowaniem probki to okoto
20 minut. Obsluga testu jest prosta, nie wymaga specjalistycznego wyksztalcenia, a do
zestawu dolgczona jest instrukcja, ktora prowadzi uzytkownika krok po kroku jak
przygotowac probe i jak wykonac¢ test. W przygotowanym zestawie znajduje si¢ kazdy
wymagany element, potrzebny do jego prawidtowego przeprowadzenia, co pozwala na
wykonanie testu w warunkach domowych. Moze on by¢ uzywany réwniez w zaktadach
produkcji, przetworstwa zywnos$ci, farmach owocoéw morza, polach upraw, w sklepach
oraz restauracjach. Jest wykonany z materiatdw nadajacych si¢ do recyklingu. Ponadto,
ostateczna wersja testu bedzie sktadata si¢ z dwodch czesci: pierwsza (wielokrotnego
uzytku) zawiera laptop, czytnik Aquanostic Reader, statyw, pesete, nozyczki, tacke oraz
kabel USB C. Druga, ktora jest przeznaczona do jednorazowego uzytku zawiera 10 testow,
skalpel, bufor pomiarowy, sitka molekularne. Czulo$¢ testu wynosi 95% a swoistos$¢
91,6%. Sposrod wszystkich wymienionych obecnie dostgpnych mozliwosci identyfikacji
probki, opracowana procedura diagnostyczna pozwalajaca na stwierdzenie obecno$ci
norowirusa w badanym materiale, wydaje si¢ najbardziej korzystng opcja. Wytworzony
uktad pomiarowy charakteryzuje si¢ wysoka czutoscia i specyficznoscig. Urzadzenie do
szybkiej detekcji norowirusOw moze znalez¢ zastosowanie w wielu sektorach przemystu
jak 1w uzytku domowym. Obecnie przygotowany, funkcjonalny test zostat
skomercjalizowany 1 wdrozony do gamy produktéw Fish Farm Solutions, korzystajac
wyze] wymienionego testu diagnostycznego, hodowcy ryb i krewetek moga szybko 1 z
duza doktadnoscig wykry¢ potencjalne zagrozenie epidemiczne norowirusami. Dzigki
temu moga podja¢ §wiadome decyzje, wptywajac na dobrostan zwierzat hodowlanych,
zwigkszajac tym samym wydajnos$¢ ekonomiczna hodowli. W niniejszej pracy oceniano
zdolnosci wirusobojczych 1 przeciwutleniajacych ekstraktow roslinnych, takich jak
oregano (Origanum vulgare L.), kawa (Coffea arabica L.), konopie (Cannabis sativa L.),
tymianek (Thymus vulgaris L.), pokrzywa (Urtica dioica L.), rozmaryn (Rosmarinus
officinalis L.), imbir (Zingiber officinale Roscoe), jezowka purpurowa (Echinacea
purpurea L.), cynamon (Cinnamomum verum J. Presl) i czosnek (Allium sativum L.),
przygotowanych zgodnie z technikg zaparzania i zageszczania na zimno. Zbadano ich

wlasciwosci przeciwwirusowe oraz zawarto$¢ zwigzkow fenolowych, flawonoidow i
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aktywno$¢ przeciwutleniajaca, w celu potencjalnego zastosowania jako dodatku do

konwencjonalnego leczenia objawowego w infekcjach norowirusowych.

Obecnie infekcje NoV leczone sa tylko objawowo, nie opracowano skutecznych
preparatéw antywirusowych ani szczepionki. Od dawna natomiast w terapii zakazen
wirusowych wykorzystuje si¢ medycyn¢ naturalng, stanowigca bezpieczng alternatywe dla
lekoéw wirusobdjczych. Naturalne preparaty czesto swojg skuteczno$¢ zawdzieczaja
zwigzkom  fenolowym  [159], ktore wykazuja wlhasciwosci  wirusobojcze,
immunomodulujace 1 przeciwzapalne [160]. Polifenole zapobiegaja przylaczaniu si¢
wirusa opryszczki pospolitej typu 1 (HSV-1) do glikoprotein komorek gospodarza i
tworzeniu fuzji, zapobiegajac w ten sposOb rozprzestrzenianiu si¢ wirusa miedzy
komoérkami organizmu [160]. Wedlug Diaza i wsp. [161] istnieje korelacja miedzy
wlasciwo$ciami przeciwutleniajagcymi i przeciwzapalnymi roslin leczniczych a
zawartoscig sktadnikow fenolowych 1 flawonoidowych. Sugeruje to, zZe rosliny
dezaktywuja wolne rodniki poprzez laczenie si¢ z innymi czasteczkami (poprzez
parowanie elektronow). W zwiazku z tym wykazano efekty biologiczne, ktore promuja
zdrowie, takie jak korzys$ci neuroprotekcyjne lub zastosowanie w leczeniu chorob

niezakaznych.

Badane ekstrakty ro$linne przygotowano przy pomocy nowej technologii ekstrakcji na
zimno. Zaobserwowano, ze wyzsza warto$¢ catkowitej zawartosci zwigzkow fenolowych
(TPC) wiaze si¢ z nizsza skutecznoscig przeciwutleniajgcg 1 przeciwwirusowa, co stoi w
opozycji do badan innych autoréw [162]. W badaniach Sida i wsp. [163] oraz Ziarno i wsp.
[164] stwierdzono brak korelacji miedzy catkowita zawarto$ciag zwigzkéw fenolowych a
aktywnoScig przeciwutleniajgcg badanego materiatu roslinnego. Dotychczas przebadano
skutecznos¢ fenoli wobec kilku wirusow. Flawonoidy pozyskane z Scutellaria baicalensis
L. wykazywaly aktywno$¢ wobec SARS-CoV-2 [165], z kolei polifenole z zielonej
herbaty 1 wina wykazywaly wiasciwosci wirusobodjcze przeciw wirusowi Zachodniego
Nilu, zika i dengi [166]. Z badan Tsai i wsp. [167] wynika, ze specyficzny mechanizm
dzialania polifenoli przeciwko norowirusom polega na zakldcaniu syntezy biatek 1
aktywowaniu szlakow odpowiedzi przeciwwirusowej komorek gospodarza. Polifenole
zmieniaja przepuszczalno$¢ jelit, maja wlasciwosci przeciwzapalne i1 przeciwutleniajace,
co w sposob posredni zapobiega przed infekcjami NoV [168]. Ponadto, zwigzki fenolowe

przeciwdziatajg stanom zapalnym, cukrzycy oraz nowotworom [169].
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W badaniach witasnych testowano dostgpne i powszechnie stosowane ekstrakty wodne z
roslin stosowanych do réznych celow leczniczych. Oregano uzywane jest przy problemach
zoladkowych, wykrztusnych, oddechowych, przy schorzeniach uktadu oddechowego i
trawiennego oraz na rany, przy bolach gtowy i depresji [170]. Asensio i wsp. ocenili
aktywnos$¢ antyoksydacyjng olejku eterycznego czterech roznych rodzajow oregano (O. x
majoricum, O. vulgare ssp. i Hirtum ssp.) z centralnych i potudniowych regionow
Argentyny. Uzyskane wyniki wahaty si¢ od 0,234 do 0,163 mM (26,569 -54,82 pmol
Trolox/100 ml) Trolox/mg olejku eterycznego [171] co jest ponad dziesigciokrotnie nizsza
wartoscig w porownaniu do wynikéw wiasnych (574,56 umol Trolox/100 ml), moze si¢ to
jednak wigza¢ z tym, ze w badaniach Asensio wykorzystywano olejKi eteryczne, a nie

wyciagi roslinne.

Wyciag z kawy, kolejna badana w projekcie substancja, jest stosowana na Haiti w
przypadkach anemii, obrzekdéw i ostabienia, w Nikaragui jako $rodek przeciwgoraczkowy
[106, 107] a w Etiopii w leczeniu zapalenia zotadka i jelit, ktorym towarzyszy biegunka
[108]. Metoda palenia kawy degraduje fitochemikalia i zmniejsza aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych, przez co poréwnanie aktywnosci biologicznej kawy jest trudne [109].
Sukoco i wsp. [110] badali potencjat antyoksydacyjny kawy bezkofeinowej i kofeinowej
oraz imbiru. Kawa bezkofeinowa miala wyjSciowa aktywno$¢ antyoksydacyjng na
poziomie 17 mmol/100 ml, podczas gdy kawa kofeinowa - 40 mmol/100 ml. Dodanie 10%
imbiru zwigkszyto odczyty odpowiednio o 2 1 1 mmol/100 ml. Wyciag z nasion 1 lisci
konopi stosuje si¢ w Chinach w leczeniu schorzen jamy ustnej i zgbow [111]. Jest uzywany
réwniez w przypadku wielu dolegliwosci takich jak tezyczka, drgawki, dna moczanowa,
malaria, bezsenno$¢, duszno$¢, kaszel, bol glowy, nieregularne miesigczki, $Swiad 1
niedokrwisto$§¢ [112]. Smeriglio 1 wsp. [113] okreslili zdolno$¢ przeciwutleniajgca
Cannabis sativa na 695 pmol Trolox/100 ml, czyli nieco nizsza niz w przeprowadzonych
w ramach projektu. Jednak ekstrakty z lisci odmian Cannabis sativa wykazaty wtasciwosci
bakteriobojcze w stezeniach ponizej 100 umol/100 ml, wigec rdznica ta wydaje si¢ by¢
nieistotna [114]. Mozna natomiast spodziewac si¢, ze zwiekszona koncentracja, przyniesie
lepsze wyniki. Biorgc pod uwage 99,95% poziom wirusobdjczosci, Suplementacja

Cannabis sativa moze by¢ korzystna w leczeniu biegunki wirusowe;j.

Tymianek stosowany jest w przypadku leczenia krztu$ca, zapalenia oskrzeli, astmy
infekcji jamy ustnej zotadka, jelit 1 drog oddechowych 1 wzmocnienia pracy serca [115,

116]. Wedtug Gahruie i wsp. [117] tymianek ekstrahowany etanolem zawierat 1602
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umol/100 g przeciwutleniaczy, podczas gdy probka wodna tylko 89 umol/100 g. Nasze
badanie wykazato podobne wyniki, przy czym ekstrakt z tymianku parzony na zimno miat

nieco mniej przeciwutleniaczy.

Wyciag z rozmarynu jest stosowany w leczeniu bolu gltowy, brzucha, bolesnych
miesigczek, epilepsji, bolu reumatycznego, skurczy, pobudzenia nerwowego, atakow
histerii i depresji oraz ostabienia pamigci. Aktywnos$¢ przeciwutleniajgcg ekstraktu z tej
ros§liny badano przy uzyciu trzech technik (ABTS, DPPH, FRAP). Wyniki wyniosty
odpowiednio 38,7, 513 1 662 pumol Trolox/100 g [118]. W badaniu innych autorow
stwierdzono zdolno$¢ przeciwutleniajacg wyciagéw uzyskanych po zastosowaniu réznych
metod ekstrakcji: 1270 pumol/100 ml (Soxhlet), 910 pumol/100 ml (maceracja) i 810
umol/100 ml (ultradzwigki) [119]. Wynik analizy przeprowadzonej w naszym
laboratorium wyniost 807 umol/100 ml, co sugeruje, ze metoda ekstrakcji na zimno ma
porownywalng do innych metod bioaktywna zdolno$¢ przeciwutleniajaca, co czyni ja

optacalng w produkcji na masowg skale.

Pokrzywa wykazuje wlasciwosci moczopedne, S$ciggajace oraz regulujace cykl
miesigczkowy. Stosowana jest w leczeniu kaszlu, przezigbienia, astmy 1 zoéttaczki,
biegunki, zapalenia zotadka i jelit, reumatyzmu, czerwonki, epilepsji, skaleczen, oparzen,
na rany, czyraki oraz pegcherze [120-122]. Rézne techniki ekstrakcji Urtica dioica L.
wplywaja na wlasciwosci przeciwutleniajace. Kdszegi 1 wsp. [122] przetestowali wodne
ekstrakty z pokrzywy i stwierdzili, ze po uzyciu wrzacej wody i parzeniu w temperaturze
60 °C przez trzy godziny, miaty one wysoki poziom przeciwutleniaczy (odpowiednio 210
1268 umol), podczas gdy 70% EtOH dawat jeszcze wyzsze warto$ci - 310 pmol 1 wigce.
Suszenie konwekcyjne moze jednak zmienia¢ aktywnos$¢ ze wzgledu na utrate sktadnikow
bioaktywnych. Pomimo tego osiggnigto maksymalng aktywno$¢ przeciwwirusowsa, z

wynikiem aktywnosci przeciwutleniajgcej wynoszacej 818 umol Trolox/100 ml.

Imbir stosowany jest w leczeniu kaszlu, astmy, niestrawnosci, utraty smaku i apetytu,
wzde¢, nudnosci, wymiotow, reakcji alergicznej, przezigbienia, goraczki, problemoéw z
uktadem oddechowym, bolami glowy, miegsni, oraz dolegliwo$ciami jamy ustnej [123].
Wspiera rowniez uklad trawienny [124]. Nasze badania wykazaly silne wlasciwosci
wirusobojcze (99,99%) przeciwutleniajace (7986,67 pmol/100 ml) imbiru, co sugeruje, ze

moze on zwickszaé skutecznos¢ lekow i suplementow.
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Kolejng testowang substancja byla jezowka purpurowa ktorej uzywa si¢ w medycynie
naturalnej do leczenia ran i zakazen infekcji drég oddechowych zaréwno u ludzi, jak i u
zwierzat [125]. Echinacea purpurea wykazuje silne dziatanie przeciwutleniajgce
poréwnywalne do czosnku, a ze wzgledu na brak specyficznego zapachu 1 smaku jest
preferowana przez konsumentdéw. Dzieki optymalizacji warunkow ekstrakcji moze stuzy¢
jako punkt odniesienia dla procesoOw ekstrakcji termalnej i jako bezpieczne zrodto

zwigzkow fenolowych.

Cynamon wykazuje dziatanie przeciwwymiotne, przeciwbiegunkowe i przeciwwzdeciowe
[126]. Stosowany jest przy nadci$nieniu, przezigbieniu, malarii, kaszlu, gruzlicy pluc,
chorob przenoszonych drogg ptciowa oraz jako $rodek przeciwkrzepliwy. Dvorackova i
wsp. [127] przeanalizowala aktywnos$¢ przeciwutleniaczy zawartych w wyciagach z tej
ro$liny przy uzyciu ultradzwigkdéw i w poréwnaniu do naszych badan, odnotowala wyzsze

warto$ci — 268 pmol/g.

Ekstrakt z czosnku wykazywat najnizsza z badanych roslin zawarto§¢ TPC 1 flawonoidow,
ale najwyzsza zdolno$¢ przeciwutleniajaca i dzialanie wirusobdjcze. Byt tez najbardziej
skutecznym ekstraktem bioaktywnych sktadnikoéw o wlasciwosciach przeciwutleniajacych
w warunkach nietermicznych. Powszechnie uzywa si¢ go w Suplementacji leczenia
nadci$nienia, przezigbienia, malarii, kaszlu, gruzlicy ptuc, choréb przenoszonych droga
plciowa, zaburzen psychicznych, choréb nerek i1 watroby, astmy i cukrzycy. Obniza on

ci$nienie krwi, poziom cholesterolu i glukozy [128,129].

Wielu autorow przeprowadzato badania antynorowirusowych wlasciwosci oregano,
tymianku, pokrzywy, rozmarynu, imbiru i cynamonu [116-121]. Pomijajac rézne techniki
ekstrakcji substancji otrzymano redukcje NoV na poziomach od 1,07 log (oregano) do 4
log (pokrzywa) [119]. Nalezy jednak pami¢tac, ze wszystkie badania, wlaczajac w to
nasze, bazowatly na testach in vitro, ograniczajac ich znaczenie dla modeli ludzkich lub

zwierzecych.

Badania innych autorow wykazaly obnizenie poziomu wirusa, przy czym wyciagi z
pokrzywy wydaja si¢ najbardziej skuteczne, z kolei z oregano wykazywaly najstabsze
dziatanie. Na podstawie badan wtasnych mozna stwierdzi¢, Zze ekstrakt z kawy arabica miat
znaczacy wplyw wirusobdjczy na NoV, w przeciwienstwie do ustalen innych badaczy
[172,173]. Szeroki zakres substancji chemicznych, ktére moga reagowac z odczynnikiem

F-C, moze wyjasnia¢, dlaczego nasze badania rdznig si¢ od innych badan nad zwigzkami
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polifenolowymi. Wysoka zawarto$¢ cukru i melanoidéw w kawie moze zmienia¢ zdolnos$¢
zmiatania rodnika kationowego ABTS (2,2-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu),
przyczyniajac si¢ do tej rozbiezno$ci [174]. Nasze wyniki s3g za to zgodne z
opublikowanymi w innych pracach badaniami nad ekstraktami z tymianku i imbiru, w
ktorych rowniez stwierdzono podobne st¢zenia zwigzkow fenolowych (TPC). Wysoka
ilos¢ 260 mg GAE/100 ml w ekstraktach z cynamonu moze wynika¢ ze stosunku zi6t do

wody [175].

Podsumowujac, przyjmowanie ekstraktow z badanych roslin podczas leczenia biegunki

wirusowej moze potencjalnie ztagodzi¢ objawy lub skroci¢ czas trwania choroby.
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7. WNIOSKI

Na podstawie uzyskanych wynikéw sformutowano nast¢pujace wnioski:

1. Infekcja norowirusowa nie wplyngta znaczaco na zmiany histopatologiczne w
tkankach jelita cienkiego i grubego, trzustki, watroby, serca, pluc, nerek,
fragmentéw mozgu (przodomozgowie, $rodmodzgowie) u badanych zwierzat,

myszy szczepu C56B1/6J w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

Infekcja norowirusowa wpltywa na poziom stresu oksydacyjnego zwierzecia
modelowego, myszy szczepu C56B1/6J redukujac aktywno$¢ wigkszosci
badanych enzymow antyoksydacyjnych. Odpowiedz uktadu antyoksydacyjnego,
mierzonego enzymatycznymi i nieenzymatycznymi markerami
antyoksydacyjnymi na infekcje wirusowg jest zalezna od tkanki. W wigkszoS$ci
badanych tkanek, najwrazliwsze na zakazenie okazaty si¢ markery enzymatyczne,
gdzie infekcja wirusowa spowodowata obnizenie aktywnosci enzymatycznej
wigkszosci enzymow antyoksydacyjnych u myszy szczepu C56B1/6J w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. Infekcja norowirusem wptyneta na uktad pro- i
antyoksydacyjny obnizajac catkowita pojemno$¢ antyoksydacyjng oraz
zwigkszajac catkowity status oksydacyjny w wigkszosci badanych tkanek myszy

szczepu C56B1/6]J w pordwnaniu do grupy kontrolne;.

2. Opracowano prototyp sprzetu diagnostycznego w postaci szybkich testow
antygenowych do detekcji norowirusow. Przeanalizowano probki pozytywne
(probki MNV namnazane na komoérkach ustalonej linii makrofagéw mysich RAW
264.7., probki HuNoV zmieszane z probkami zywnosci - sataty lodowej, boréwki
amerykanskiej, maliny wlasciwej, krewetki tygrysiej oraz ostrygi pacyficznej oraz
bakteriami — Proteus mirabilis, Escherichia coli, Salmonella spp., Yersinia
enterocolitica oraz Klebsiella pneumoniae) oraz material negatywny (ptyn znad
hodowli komoérek RAW 264.7., oraz ptyn, w ktorym zawieszony byl HuNoV,
probki zywnosci — sataty lodowej, borowki amerykanskiej, maliny wiasciwej,
krewetki tygrysiej oraz ostrygi pacyficznej, probki bakterii - Proteus mirabilis,
Escherichia coli, Salmonella spp., Yersinia enterocolitica i Klebsiella pneumoniae
oraz probki zywnosci zmieszane z ptynem znad hodowli komorek RAW 264.7. i
ptynem, w ktorym byt zawieszony HuNoV). Otrzymane wyniki $wiadcza o

oczekiwanym dziataniu testu.
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3. Ekstrakty z powszechnie dost¢gpnych roslin (oregano (Origanum vulgare L.), kawa
(Coffea arabica L.), konopie siewne (Cannabis sativa L.), tymianek (Thymus
vulgaris L.), pokrzywa (Urtica dioica L.), rozmaryn (Rosmarinus officinalis L.),
imbir (Zingiber officinale Roscoe), jezowka purpurowa (Echinacea purpurea L.),
cynamon (Cinnamomum verum J. Presl) i czosnek (Allium sativum L.) wykazuja
wlasciwosci wirusobodjcze wobec norowirusow i dzigki temu, prawdopodobnie
moga by¢ przydatne w leczeniu uzupelniajacym 1 lagodzeniu objawow
wywotanych infekcja norowirusami. Dodatkowym atutem wyzej wymienionych

ckstraktow, jest ich wysoki potencjat antyoksydacyjny.
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8. STRESZCZENIE

Jednym z gléwnych czynnikow wywolujacych wirusowe zapalenie zoladka 1 jelit u
dorostych i dzieci na catym $wiecie sg norowirusy (NoV). Kazdego roku powoduja one
210 000 zgonow i 685 milionow zachorowan. W Stanach Zjednoczonych koszty
ckonomiczne zwigzane z infekcjami NoV wynoszg tgcznie 4,2 mld USD, podczas gdy
straty spoteczno-ekonomiczne szacuje si¢ na 60,3 mld USD. Uwaza si¢, ze przed
ukonczeniem drugiego roku zycia, kazde dziecko przeszto co najmniej jedng chorobe
wywolang przez norowirusy. Ogniska tego patogenu zwykle wystepuja w miejscach 0
duzej gestosci zaludnienia, takich jak szpitale, domy opieki, szkoty, przedszkola, sale
zabaw dla dzieci, obiekty wojskowe 1 statki wycieczkowe. Gléwnym zZrodiem
przenoszenia HuNoV jest zywno$¢, woda i powierzchnie zanieczyszczone wymiocinami

lub kalem.

W celu okreslenia wptywu norowirusa na organizm cztowieka przeprowadzono badania
na modelu zwierzecym - myszach C56B1/6J. Badano zmiany histopatologiczne i stres
oksydacyjny, w organach takich jak moézg, moézdzek, watroba pluca i nerki. Zmiany
histopatologiczne zauwazono w médzgu, moézdzku i watrobie u wszystkich osobnikow, w
ptucach i nerkach zaobserwowano zmiany u czesci osobnikéw. Badania te sugeruja, ze
zakazenie MNV moze powodowaé znaczace zmiany w parametrach w wielu réznych
narzadach. Tkanki nerek myszy zakazonych MNV wykazywaly zwigkszong aktywnos¢
dysmutazy ponadtlenkowej Mn, podczas gdy tkanki watroby wykazywaly zmniejszong
aktywnosc¢ reduktazy glutationowej, katalazy, dysmutazy ponadtlenkowej Mn i dysmutazy
ponadtlenkowej. Z wyjatkiem tkanki ptucnej, wszystkie badane tkanki myszy zakazonych
MNYV mialy obnizong aktywnos$¢ reduktazy glutationowej. Badanie to wykazato rowniez,
ze podczas gdy poziomy catkowitej pojemnosci oksydacyjnej byly znacznie obnizone w
nerkach, zakazenie norowirusem spowodowato podwyzszone poziomy catkowitej
zdolnosci antyoksydacyjnej 1 catkowitej pojemnosci oksydacyjnej w mozgu i watrobie.
Zrédtem tych zmian przypuszczalnie sa reaktywne formy tlenu wytwarzane przez infekcje
wirusowa. Moga one powodowac stres oksydacyjny i uszkadza¢ komorki. Odkrycia te
pozwalaja spojrze¢ na norowirusa jako patogen, ktéry odpowiada nie tylko za uszkodzenia
uktadu pokarmowego, ale tez mozgu. Obecnie infekcje norowirusowe sg potwierdzane
przy pomocy testow RT-PCR - jest to ztoty standard diagnostyki. Ze wzgledu na krotki
czas infekcji - 2-3 dni, wynik potwierdzajgcy infekcje norowirusa lub zanieczyszczenie

produktow spozywczych 1 wody, czgsto jest otrzymywany za pdzno. Wczesna diagnostyka
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infekcja jest kluczowa dla ograniczenia epidemii norowirusowych. Stworzony przeze mnie
test jest szybki - czas wykrywania z przygotowaniem probki to okoto 20 minut. Obstuga
testu jest prosta, nie wymaga specjalistycznego wyksztalcenia. W przygotowanym
zestawie do testu znajdowaé si¢ bedzie kazdy wymagany element do prawidlowego
przeprowadzenia testu. Zbadanie probki bedzie mozliwe rowniez w warunkach
domowych. Test bedzie przeznaczony do uzytku zaréwno profesjonalnego, jak i
nieprofesjonalnego. Zestaw moze by¢ uzywany na farmach owocéw morza, polach upraw,
w firmach przetworczych, sklepach, restauracjach oraz w placowkach ochrony zdrowia.
Czuto$¢ testu wynosi 95%, a swoisto$¢ 91,6%. Sposrod wszystkich wymienionych obecnie
dostepnych mozliwosci identyfikacji probki, stworzone przeze mnie rozwigzanic wydaje

si¢ najbardziej korzystna opcja.

Do dzisiaj nie opracowano szczepionki przeciw norowirusom, a leczenie jest tylko
objawowe. W celu wsparcia leczenia przetestowano 10 roslinnych ekstraktow: oregano
(Origanum vulgare L.), kawa (Coffea arabica L.), konopie (Cannabis sativa L.), tymianek
(Thymus vulgaris L.), pokrzywa (Urtica dioica L.), rozmaryn (Rosmarinus officinalis L.),
imbir (Zingiber officinale Roscoe), jezowka purpurowa (Echinacea purpurea L.) i czosnek
(Allium sativum L.), cynamon (Cinnamomum verum J. Presl) i czosnek (Allium sativum
L.). Aktywnos$¢ wirusobdjcza dla wszystkich ekstraktow wynosita co najmniej 99,90%. W
eksperymencie poréwnano calkowita zawarto$¢ polifenoli, aktywno$¢ wirusobojcza i
zdolno$¢ przeciwutleniajacg: im wyzsza zawarto$¢ polifenoli, tym nizszy efekt
wirusobdjczy i zdolno$¢ przeciwutleniajaca. Suplementacja naturalnymi ekstraktami
ros$linnymi podczas infekcji norowirusowych moze by¢ korzystna ze wzgledu na wysoka
zdolno$¢ antyoksydacyjng, moze mie¢ wysoce pozadane dzialanie wirusobodjcze 1

terapeutyczne.
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9. SUMMARY

One of the main causative agents of viral gastroenteritis in adults and children worldwide
are noroviruses (NoVs). They cause 210,000 deaths and 685 million cases each year. In
the US, the economic cost of NoV infections totals US$4.2 billion, while the
socioeconomic loss is estimated at US$60.3 billion. It is believed that by the age of two,
every child has undergone at least one illness caused by norovirus. Outbreaks of this
pathogen usually occur in high-density settings such as hospitals, nursing homes, schools,
kindergartens, children's playrooms, military facilities and cruise ships. The main sources

of HUNoV transmission are food, water and surfaces contaminated with vomit or faeces.

In order to determine the impact of norovirus on the human body, studies were carried out
on an animal model - C56B1/6J mice. Histopathological changes and oxidative stress were
studied, in organs such as brain, cerebellum, liver, lung and kidney. Histopathological
changes were noted in the brain, cerebellum and liver in all individuals; changes were
observed in the lungs and kidneys in some individuals. These studies suggest that MNV
infection can cause significant changes in parameters in many different organs. Kidney
tissues from MNV-infected mice showed increased superoxide dismutase Mn activity,
while liver tissues showed decreased glutathione reductase, catalase, superoxide dismutase
Mn and superoxide dismutase activity. With the exception of lung tissue, all tissues of
MNV-infected mice tested had reduced glutathione reductase activity. This study also
showed that while levels of total oxidative capacity were significantly reduced in the
kidney, norovirus infection resulted in elevated levels of total antioxidant capacity and total
oxidative capacity in the brain and liver. The source of these changes presumably lies in
the reactive oxygen species produced by the viral infection. These can cause oxidative
stress and damage cells. These findings allow us to look at norovirus as a pathogen that is
responsible not only for damage to the digestive system, but also to the brain. Currently,
norovirus infections are confirmed using RT-PCR tests - the gold standard for diagnosis.
Due to the short time of infection - 2-3 days, the result confirming norovirus infection or
contamination of food products and water, is often obtained too late. Early diagnosis of
infection is key to reducing norovirus outbreaks. The test | have developed is rapid -
detection time with sample preparation is about 20 minutes. Operation of the test is simple,
requiring no specialist training. The prepared test kit will contain every item required to
perform the test correctly. Testing of the sample will also be possible at home. The test

will be suitable for both professional and non-professional use. The kit can be used on
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seafood farms, crop fields, processing companies, shops, restaurants and health care
facilities. The test has a sensitivity of 95% and a specificity of 91.6%. Of all the currently
available sample identification options listed, the solution I have created appears to be the
most favourable option.

To support the treatment, 10 plant extracts were tested: oregano (Origanum vulgare L.),
coffee (Coffea arabica L.), hemp (Cannabis sativa L.), thyme (Thymus vulgaris L.), nettle
(Urtica dioica L.), rosemary (Rosmarinus officinalis L.), ginger (Zingiber officinale
Roscoe), purple coneflower (Echinacea purpurea L.) and garlic (Allium sativum L.),
cinnamon (Cinnamomum verum J. Presl) and garlic (Allium sativum L.). The virucidal
activity for all extracts was at least 99.90%. The experiment compared the total polyphenol
content virucidal activity and antioxidant capacity: the higher the polyphenol content, the
lower the virucidal effect and antioxidant capacity. Supplementation with natural plant
extracts during norovirus infections maybe beneficial due to their high antioxidant

capacity, and may have highly desirable virucidal and therapeutic effects.
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Abstract: This paper describes the effiects of murine norovinues (MMNV) infection an oxidative stoess.
and histopathological changes in mice. This study wses histopathological assxys, ercymatic and
suggest that MMV infection can lead to significant changes with respect to the above-mentioned
parameters in varions organs. Specifically, reduced superoxide dismuotas (SO0, Mn superoids

Changew i Sehecied Organs of Mo
d weiths Whurine Blosowina 1

(T bne L Mal 5o 83, 15

AW ety ol ong” NG

el 14

Srsedemic Fottor: Mmahim

Fupmum

Foored: 35 Febrzaey A4

Fovimd: 19 March 2004

Acrepied: 21 March 2004
Fubbshed: I3 Manch 2004

O

Copyright & A by fhe authos
lazmmx MDFL, Bmed, Seibocsiand
This sstick: = an open s etk
distribeobed under e krms and
Atsigion (O BY) Bomse thitpee/F
40/

i e (MrSOL), catalase (CAT), and glotathione reductsse (GR) activities were cbserved in liver
Hm:l,wh;hh;ﬁf:erEDDmL}rwudn:wud mkld:r}rhmunimmbcmdmwhn
compared ta the control. GR activity was kower in all issues of MMNW-infected mice tested, with the
exception of lung tissue. This study alsa showed that norovins infection led to inceased TOS levels
in the brain and lver and TAC levels in the brain, while TOS levels were significantly reduced in the
kidneys. These changes may be due to the production of reactive ouygen spedes (ROS) caused by
the viral infection. BOS can damage cells and contribute to oxidatine stress. These studies help us.
to understand the pathogenesis of MINV infection and its poential effects on oxidative stress and
histopathological changes in mice, and pave the way for further studies of the long-term effects of
MW infection.

Keywords: oxidative stress; bacterial and viral diseases

L Intrisduction

Viral infections are one of the major causes of global health issues [1], where norovireses
{MNoVs) am one of the most commeon causes of gastroenteritis in humans in all age groups
worldwide [Z]. These pathogens belong to the family Calicimindiee and are a type of
norrenveloped, single-stranded RNA viruses characterized by being positive sense [3]
Moroviruses have also been identified in a variety of animal species, including pigs, cows,
sheep, cats, dogs, rats, and mice, but murine norovirus (MNV) is the only representative of
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this family shewing the abilsty to replicate in cell cultuee and laboratery anmals [4], and ae
the same time, it is one of the most commion pathogens of laboratory mice [5]

The initiation of effective therapy, as well as ensuring the emeval of side effects
caused by viral infections, squires a deep unde rstanding of the pathogenesis and effects
induced by norovinus mfections at the cellular, tisswe, and organ kevels.

Wild-bype mnice (adults) infected with MNV show subelinical ingestinal infection with-
out gastric symptoms [6] In contrast, MNWV imfection is lethal in immwonocompromised
mice {for example in immunodeficient mice with impaired nnae Mmooty and negative
ex pression of STAT] and Rag? genes). There has been a steady increase in MNV infections in
laboratories, where non-susceptible mouse straing dect susee prible nice. After administra-
tiom of the virus to the immunecompromised animals, systemic disease develops—bloating,
infestinal pathology, and diarhea that result inweight loss [7—9] Curnently, MNV is the
most widespeead pathogen in animal facilities [10). Mice infected with asymptomatic
MMV are the sounte of the virus, and they can adversely affect other laboratory aninkals
and undermine the reliability of studies conducted on animals [11]. Several histopatho-
logical changes were observed during MNV infection in different strains of laboratory
e, WNOTUCB17-Prkdescid /| (MO scid) immmnode ficient mice showed no lesions, while
biver and small infestine lesions were noted in STATI-/- mice, and Rag? /STATI-/ - mice
showed liver, lung, and brain kesions. The Latber were also seen in infected animals of
the IFMNyE-/ - strain [4,12,13]. Histopathological changes in the colon wene observed in
inrrunocompromised B6.129P2-I 01 Ceny [Ztm, C3Bic 129P2-IN a1 Cpny’ [Ztm, and
germe free Bb.129P2- 11081 Cin/ [Ztm mnace [11].

Patholegical changes in organs observed over the course of infection may negult from
the disruption of metabolic pathways within the mfected cell Viral proliferation takes
over the functions of host cells and causes a significant imbalance in the intracellular
physiological processes and systems, including the redox system [10]. Oxidative stress,

ing from the imbalance between the anticecidant sy sbems and toxic reactive oxygen
species (ROS) [14], can be triggened by a wide varety of viral indections, including HIV
1, hepatitis B, C, and D viruses, herpes vinuses, and mspiratory viruses, such as coron-
aviruses [15]. However, oxadative stress amd ROS generation are essential for nume rous
biological and plosiological functions. Increased ROS concentration trigpers enzymatic
andiowidant systems, such as superowide dismutase (SO0, MaSOD), plutathione perosidase
{GPx), glutathione seductase (GE), and catalase (CAT), considered the main oxidative stoess
markers, and non-enzymatic antioxidant systems including total exidative status (TOS),
total anticscidant capacity (TAC), and malondialdeho de (MDA ) [156]

Superoxide dismutase (SO0, with its iscborms, eg, MaS0D, is one of the main
antiow idative enzymes that nevtralize supercwide ions [17]. It mainky catalyzes the conver-
sion of superoide radicals (02Ze—) to hypdrogen peroxcide (HzO4), which is subsequently
converted into HyO by GPx and CAT [18]. Owidative stress caused by an imbalance in
oxidant / anticcidant markers and disruption of endogenous antioxidant systems can be
quantified using total antioxidant capacity (TAC), tedal exidative status (TOS) [19], and
MDA concentration, which is considesed a marker of exidative stress, mone specifically of
lipid peroxidation understood as lipid damage caused by ROS [20].

The comprehension of relevant anticxidant mechanisms and the relationship between
viral imfection pathological changes and oxidative stoess may play a crucial role in under-
standing viral pathogenesis and identifying potential therapeutic targets, especially as
antiviral therapies are often unavailable. The refore, instead of acting directly on the virus,
the effects of nfection can be reduced by using therapy to limit the e ffects of ovidative stress.

The purpese of this project was o study the eflects of MNV infection on oxidative
stmess and histopathological changes in CS6B1/6] mice.
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2. Results
2.1. Assessing the Effectiveness of Infection

Due to the rapid rate of elimination of the virus from the body, RT-PCR tests showed
such low titers that the result was not statistically significant. Successful infection of mice
was confirmed by the detection of antibodies to norovirus in the serum of infected mice by
the virus neutralization test (VNT) and inge rferon measurements.

2.2. Mo tormg Histopathological Changes in Organs of MNV- Infected Mice

Despite the fact that tissue sections were taken from the small and large intestine,
pancreas, liver, heart, lungs, kidneys, and brain fragments (forebrain, midbrain) afer 3,
4, and 7 days of norovirus incubation, similar changes were found in the liver and brain
in all individuals studied. In the other organs, there were either no changes (small and
large intestine, pancreas, heart) or individual changes independently of the length of virus
incubation (lungs, kidneys).

In the lung and kidney, small perivascular infiltrates within the blood vessels compared
to a normal picture were observed. As infiltrates were found in the subcapsular zone as well
as in the cortex and medulla of the kidney and in the lungs surrounding the bronchioles in
the control group, it was decided not to consider changes in these organs as caused by the
virus (Figure 1).

Figure 1. Histopathological changes in the lungs and kidneys. Lungs Example pictures of lympho-
cyte infiltration in the control group and on the 3rd day. Note the presence of lymphoneticular tissue
present (arrow) next to the bronchiole in the control group as well as in the alveoli on the 3rd day.
Similar changes wem found in individuals from other groups Mag 100x. Kidneys Example pictures
of lymphocyte infiltration in animals on the 3rd, 4th, and 7th days Mild lymphocyte infiltration
(arrow ) under the kadney capsule and between proximal tubules on the 4th day. Semilar changes wem
observed in other time periods and in the control group. Fourth day—Mag 200, s=venth—Mag
400x. Scale bar—control and 7th day—25 pm, scale bar—3rd and 4th days—100 pm. These changes
were considered not to be associated with norovirus.

In the liveg, perivascular infiltrates were present surrounding both the hepatic triads
and intralobular vessels. In the lobules, they ofeen surrounded single hepatocytes; how-
ever, no features of necrosis or apoptosis were found. In the lives, numerous binucleated

hepatocytes were present in all experimental groups, which, however, indicated enhanced
repair processes (Figure 2).
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Figure 2 Histopathological changes in the liver. Control group—normal structure of hepatocytes
surrounding the central vein (arrow). Mag 400« Mild lymphocyte infiltration around the blood

vessel (arrow) after 3rd (Mag 400x) and 4th days. ((Mag 200x ) Afier the 7th day lymphocyte
infiltration in the hepatic stroma (arrow). Mag 400 x. Scale bar—25 um.

In the brain, infiltrates were Jocalized in the meningeal vessels within the cesebellum
and midbrain, mostly in white matter and pia mater. No such infiltrates were found in
the forebrain. The infiltrates were often accompanied by edema, giving the white matter a
foam-like character (Figures 2 and 4).

Figure 3. Histopathological changes in the midbrain. Control group—numerous blood vessels in the
midbrain (arrow). Mag 200x. After 3rd and dth days—perivascular infiltration of lymphocy s in the
white matter (arrow). Mag 400 x. (D) after the 7th day, mild perivascular lymphocyte infiltration in
white matier (arrow ). Mag 400x . Scale bar—25 um.
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Figure 4. Histopathological changes in the cercbellum. Control group—normal image of unaltered
corex covered with pia matter. Mag 400x. On the 3rd day, 4th day, and 7th day—perivascular
infiltration of lymphocytes in the whit matter (arrow). Mag 400 . Scale bar—25 pm.

Atd and7 days after infection, the changes were broadly similar Although there was
less swelling in the cerebellum 7 days after infection compared to 3 days after infection,
there were also lower levels of blood present in the vessels in the organs. In addition, an
increased number of small infiltrates was observed in the liver and brain compared to
3 days post-infection. Nevertheless, no increased apoptosis or necrosis was observed in the
organs examined (Figures 1-4).

2.3. Oxidative Stress Markers

We found statistically significant differences in SOD, MnSOD, GST, GPx, GR, and CAT
activities, TAC and TOS levels, and MDA concentration between the sampled tissues in the
control and norovirus-infected mice (Table 1).

We found higher SOD activity in the liver tissue of control mice when comparing
it in individual tissues between the control and norovirus-infected mice (Table 1). Sim-
ilarly, we found statistically significant differences in MnSOD activity when comparing
it in individual tissues between the control and norovirus-infected mice. We cbserved
highe r MaSOD activity in the Liver, but lower MnSOD activity in the kidney tissues of the
control mice (Table 1). Further comparisons within individual tissues showed higher GR
concentrations in the brain, cerebellum, and liver tissues of the norovirus-infected mice
compared to control mice. We observed higher GR activity in the lung and kidney tissues
of the control mice compared to norovirus-infected mice (Table 1). Comparisons within
individual tissues showed higher CAT activity in the cerebellum, lung, and kidney tissues
of the norovirus-infected mice compared to control mice. We observed increased CAT
activity in the liver of the control mice compared to the norovirus-infected ones. (Table 1).
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Table L Levels of oxidatve stoess markers m the brain, :n:rl:b-l:llmli\ml;]l.mﬁ. i!l'lil’.i.ﬂ:l!}l’l:i.ll‘l.ﬂ
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{n=7) Resulis are presened as median with kower and upper quartiles (e (21-03))

O idlabive Sresa

Marker Growp Brain Cene belluan Liver Lungs Kidnsy ]
111 150 aE a ¥
80D et [@.0-141) 15183 Ay 2557 A5 £5) 2000
{NLW g probein) . 120 150 a7 45 59
e S (1z-134) L5155 zazey A& RO&1) o0L0M
Bortndre nmrie A3 443 <Ll afe ]
1 25 z4 5
M5S0 e 2141 fLd-ar) {2-zay a3 Leglezm L
INILW ey, v e ) T 20 2h 2
e B meam 16 {2328 Az 21zE 2124 anol
Prnirdve romarkos LA [l ] wild5 o [0S
%5 e a7 135 1=
GE contoel =) ol w5 EATE zd 153 524 20001
(Mg, probeing . 15.4 219 3 183 6
Tl hal %0175 RNt 203 fra-lad) (2647 =00
Proniredren masrie €001 0] ET <y <005
- 1511 133z 2964 03 =08
CAT ey Mizizr AELIED sardms  Am4lMs elissy 000
(Mg, probeing . 1540 1935 2755 1808 asa3
St e Mzetrss  (Asiizas) pollars A&ldmr osowdsy 0o
Proenireden. mawrien 1250 001 ET <y <001
e 488 7] 3 ™o
Gl contol (257585 i#13.527) V055 e (208401 =001
(TN, proteind . 09 256 135 EET] 150 i
R s [zrl-a%ey (20A-373) {113-15q) [384-359) [2A87)
PP - | 001 <y 443
) a1 a9 &z [
GST cxanirod E270) jGRag) LT A2 7E B2 EE) <L0m
{TNg, probeind . &% 75 59 ad 51 am
R s AA-a8) EdE) AT [RST.0) m1-57)
T T 1a il a7e8 1156
J— n3d odl oiz file Y k] 1
TAC ek ] [k 8 T T4 030 (32037 (L3044
Imumodly probeing . 43 iLl& [N E] [ Rl 047 0
R s L 148y 11024 nz1-034) fnd4-0 48y
Prninidre narts R0 L] L3l 0.5 LT
ot 48 nde a0 248 iz oot
TOS (250 B3) [T £ LAY wa8-nds) [E2T75) (bl
I,“Jl',a_ prodeing . 1} 55 [F. Ler 43 0
pn s (L5108 J86-Lam) L5 z14) [ndo 048
Pranirdvs nawrkm Rl T L il LA
71 13 g9 a7
MDA et A1k 181 T Alas 213 2000
I,I'IJul,g_pmh-lﬂ . Tz 121 1: AT il a0l
s BT84 dlz-1z23) 2128} ﬂJ—LE-] [ZE-3.5]
Plosnirad va. maior rem nass «lLi5 L6

ﬁuputm-h.l.un'umu
J-.-Hvd.].- ﬂ]ﬂ—nmﬂ:d.imhk ﬂmmwmw TOS—total evidative ababus. (raen

| iy s fusinalbs ahirw g en o & lative bo the control. Baschemicsl e lysic sondis
o ang & decteassr nelave bo b conbrol ane highlighied @ ned. p—stolistical sigesbicases [ = 008}

When comparing GPx activity in individual fssues bebaeen control and nonoy ins-
infected animals (Table 1), we found higher GPx activity in the cerebellum and lungs of
control mice, as well as in the liver tissue of norovims-infected mice. Additionally, this
comparison revealed higher GST activity in the liver of norovins-inbected mice (Table 1)
Furthermore, we observed higher TAC levels in brain tisswe but lower kev els in the cemebel-
lum and liver tissues of norovirus-infeced mice compared to control mice. Conversely, we
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noded higher TOS levels in the brain and liver, but lower TOS levels in the kidney tsues of
norovirus-infeckd mice compared to controls. Finally, concentrations of MDA were higher
ini the liver tissue of control mice compae-d o norovires-infeced mice.

3. Discussion

The present shudy was designed to investigate hoew MNV indection affects oxidative
steesa and histological changes in mice.

It is knewwrm that MNV infection is associabed with histopathological changes in im-
munocompetent hosts, but clinical disease is prevented by a STAT]-dependent interferon
response [21]. Interferon gamma, along with other type Land I inferferons, has previously
been shown to play a role in limiting MNV macrophage mfection [22].

Wik amd cotherrs: hane used several inbeed strains of mice as hosts for MMV mbechon [1,29,24).
But, since most of the penetically enginesmed mouse strains am from the CS7BL 6 penetic
background, in this report, we decided o use this hest strain. Moreover, a direct comparison
of MMNV-associated diardhea in C57BL/ & and Balb/ ¢ mice shovwed that both strains are
comparably susceptible [25] In cur project, we alse considered the use of different MINWV
straina. In studies of the pathopenesis of this virnus in mice, the authors usually nse MNV-
LOW 1, MNV-1LOW 3, and MNV-4, -5, and -6, Thesee straing indwce histopathological
changes in many argans in some experiments, while in other studies, these changes are
weak or not noted at all This depends on many factors—the immunocompetence of the
anirnals, their age, and, finally, the dose of virus [26]. Mumphoey et al [Z7], conparing
MMNV-LOW 3 and OW 1, reporied that the MNV-1.0W 3 strain, being mone virulent than
CW 1, caused more severe histopathological changes  However, these studies, as well
as those of other authors [5], de not apply to the neural tissue in which we wanted to
demonstrate lesions. In a publication by Earst et al [5], such changes wepe obtained using
purified MNV-1 from [FNafyR-/mouse brains. To obtain similar changes, we chose the
MMNV-1.CW1 (ATCC) strain of the same orgin. Here. we also analyzed oxidative stress
markers, which were tissue dependent, suggesting variation in oxidative stress associated
with viral pathogenesis.

I the study by Hzuet al. [28], MNV-indected mice we e anabyzed for histopatholog-
ical changes in varous groups, incloding naturally MNV-indected mice; wild-type mice
experimentally infected with MNV; immunode ficient mice experimentally infected with
MMNV; mice in gastrointestinal disease mesdels ex perimentally infected with MMV and mice
in other disease models ex perimentally infected with MNV. Some naturally MMNV-infected
mice showed histopatholegical changes in the lives, lungs, mesenteric beomph nodes, lungs,
and spleen. In seme wild-by pe mice expe rmentally infected with MNV, histopathological
changes oocurmed in the liver, small inbestines, and spleen. In the histopathological examina-
tiom of inumunodeficient mice experimentally infected with MNV, changes wem observed
in the liver, lungs, amall intestine, and spleen, and in the case of Ragld-/-, .-"ST.*LTI £
and InxPyR-/- mice, changes wem observed in the brain. Some mice in
disease moedels experimentally infected with MNV exhibited histopathological changes in
mesenteric lrmph nodes, small and large intestines, the spleen, and the stomach. In the
case of some mice in other disease models experimentally mfected with MNV, changes
wene observed in mesenteric bymph nodes and the aorta [29]. In our ex periment, o sevens
changes i examined organs weme found except mild lrmphocyle infilirations in the brain
and bver without visible cell damage [21]

In fact, some of the mest commeon causes of encephalitis are viral indections. Several
wviral agents have been described to cause this condition, such as arboviruses, chabd ovinses,
enteroviruses, herpesviruses, mtnovimnses, orthoomyxovinses, orthopieamoyinses, and
cononavireses, among others. However, MMV was not treated as an agent that can cause
encephalitis [30].

The present study also showved that the enzymatic and nonenzymatic markers of
oncilative stmss wene Hssue dependent. Viral indection caused depletion of most of the
assessed erzymes like SO0, MaSOD, CAT, and GR in biver tissuwe compared to the control
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mice, whereas the GPx and GST activites measurad in liver tissue were significantly higher
in the norovirus-infected mice. Superowide dismutase, catalase, and glutathione-dependent
enzymes, such as GPx, are the most important antiocidant ensy mes. Superoside dismutases,
kike total 300 and MnSOD, are enzymes that catalyze the conv ersion of superexide into
Oz and HzOs. Catalase catalyzes the conversion of HxOz into Hz0 and Oz, and GPxs
catalyze the conversion of Hy(y or Iy drope roxides to Hy O and aleshols while ocidizing
GSH o GESG. Reactive ony gen species’ role during viral indections may be unclear and
may depend on how they am produced [31]. The activity of MnSOD was higher in the
kidney tissue of the norovims-infected mice when compared to comtnol onea. The activity
of GE was lower in all the studied Hssues in norovirns-infecied mice except for lung Basue.
It is kewnwn that the activities and concentration of the selected antioxidative enzymes
change during viral infection or diffemnt stages of infection. A study conducted on an
i vitoe model reported that during the first howrs afber infection, 300, GST, CAT, and
GPx were the main antioxidative enzymes indwced in meponse to the infection [32]. As
the infection progressed, only SO concentration increased, keading to increased HpOy
production, wherzas other antioxidant ensymes decreased, including those that are critical
for neutralizing HyOb [33]

The body's everall exidative state is typically estimated using the total exidant status
(TOS), whereas the body's overall antiosidant level is determined by total antiocidant
capacity (TAC) [34] Other studies showed that TOS levels clearly increase with the ag-
gravation of the COVID-19 disease, since the elevated level of ocidative stress has the
capability to intensify the severity of COVID-19. Karkhaneiet al reported that serum TOS
lewvel, one of the oxidative stoess biomarkers, was higher in patients with acute SARS-CoV-2
presentation The authors shoseed that senem TOS leve ks in infected OOVID-19 patsents
wem related to other important factors, such as fever, hospitalization longer than one
week, residency, educational status, and job type, and indirectly related to Sp02 (oxy gen
saturation). In the present study, the selected non-eneymatic antiocidative and oxidative
parameters such as TOS, TAC, and MDA changed after the norovirus infection, depending
on the analyzed tisve. Nevertheless, noroviral infechion regulied in ncreased TOS bevals in
the brain and liver and increased TAC levels in brain tissues, while TOS kevels were signifi-
cantly decmased in the kidneys, The decrease in TAC may kead to reduced body resilience
and ultimately to increased mortality [35]. The presented results prove that oxidative
stress markers change rapidly depending on the conditions of the external environment
Selected evidence suggests that ROS overproduction and antioxidant system de pletion
play a significant rode in the pathogenesis of viral infections and i the progression of the
disease severity.

With high kevels of ocidative stress in target organs inchading the brain, liver, kidney,
and lung, oxidative stress plays a crucial mole in a sumber of pathological disorders.
We belisve that this shows a strong connection between oxidative stress levels and the
specific unctions of each organ. Multiple intracellular signaling pathways are known to
be activated by oxidative stress, resulting in subssquent ongan failuee. Targeting cxidative
stress is thus thought to be useful in preventing organ damage, and assessing the level
of oxidative stress may act as a biomarker in a variety of disease conditions. Hare, we
understand that the selected virus may have varied effects and, thus, create varying stresses
in different crgans—depending on the location of mflamemation, the severity of the inbection,
and the cornespomniding imemune respodse—w hich may also be mfluenced by other factors
In order to support this by pothesis further, biomolecular studies have to be pechonmed.

4. Materials and Methods
4.1, Mice

Animal experimentation was carried cut under permission no. 022/ 2022 from the
Local Ethical Committes in Wroclaw, Poland. Mice wene housed in individually ventilated
cages and fed with standard sterilized rodest chow and water ad libitum The specific
pathogen-free, hygienic stabus of the animal facility is maintained by periodic sentinel
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screening according o FELASA meommendations. All measues were taken to minimize
the mumber of animals i proceduss and their suffering.

The study material consisted of healthy and soroy imus-infected mice, which were
divided into 4 shudy groups
Healthy controls (control);
Euthanized 3 days afier infection (3 days);
Euthanized 4 days afler infection (4 days);
Euthanized 7 days afier infection (7 days).
The method wsed to euthanize mice was cervical dislocation. Before the procedure,
the mice were placed in the induction chamber of a velerinary anesthesia workstation
(Equipement Veété rinaim Minerve, Esternay, France). The isoflurane fow was set to 2.5%
T o nimrubes after the oice weps fully premedicated, they wers transterred to pads with an
inhalation mask and the anesthetic administration was continued. With a firm grip, placing
the index finger and thumb directly behind the skull, and with the other hand grabling the
tail just at the base, one strong movement led to the dislocation of the cervical vertebras.
Pulling was continued until the skull was felt to be completely unattached to the spine.
Each time, breathing stopped within a few seconds of the dislocation. Before starting the
4.1 Mouitoring the Kingtics of MNV-1 Infection in C57BLE] Mice

The amount of virus in the suspension to be administersd to the experimental animals
was tested by RFPCE. C57EL/ 6] mice were infected per os with 50 microliters of MINV1
suspension [100TCTDsg) on day 0. Mice were kept in isolation under specific pathogen-free
{SPF)y conditions to prevent accidental indection with another pathogen. After MNV was

i Ly administered to the animals, 2 mpeat KT-PCR test was performed after
euthanasia. We used an indirect inferke ron gamma (TFNy) est and a virus newtralization
best to asce rtain comparable MNV indection and antibody levels bebween individual mice.

B

4.3 Cdl Culture

In witmo ex periments wene conducted using RAW 264 7 macrophage cells (TIB-7 TM,
ATCC, Manasaas, VA, TSA). These cells were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle's
Medium (DMEM) supplemented with nonessential amine acids and 109 fetal bovine serum
{FES), obtained from Biclogical Industries (Kibbutz Beit-Haemek, [srael). The cell cultures
wem maintained in 25 ml polystyrene fasks (Googlab Scientific, Rokocin, Poland) and
incubated at 37 “C in a controlled enviromment with 5% C0z and 95% humidity. Passage of
the cells was cammied out wsing 0.25% trypsin-EDTA (Bicdogical Industries).

4.4 Virus Propagation

Murine norovinus (ATCC, Los Angeles, CA, USA, VE-1973) was used for this project
When the RAW 264 7 (TIB-7™, ATCC, Manassas, VA, USA) cells reached 75-80% conflu-
ence, the cell cultume medium was removed, and the cells wene rnsed with phosphate-
buffersd saline (PBS). Subsequently, the vinus was introduced into the flask and allowed
to incubate for 3 h under conditions of 37 “C with 5% OO0z Following this incubation,
the virus suspension was emoved, and the cell culture was washed again with PES. Dul-
beeco’s Modified Eagle's Medium (DMEM) was then added, and the cells were subjected
to further incubation for a pericd of 4 to 6 days. Daily cbservations were carried out using
an inwverted micrescope (Olympus Corp., Hamburg, Germany; A xio Observer, Carl Zeiss
Microlmaging GenbH, Munich, Genmanmy) bo monitor the development of cytopathic effects
{CPEs). Norowirus was titrated using a TCIDg (50% Tissve Culture Infections Dose ) assay
and then stored in & freszer at —80 °C

4.5. Histological Examinetion

hung, kidney, and brain fragments (forebrain, madbrain) wene taken from all animals. The
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material was fived in a solution of 4% buffered formalin (pH 7.2-7.4) for 48 h and then
dehydrabed in an aleoholic series after washing in tap water. The makerial was then em-
bedded in paraffin. The 6 pm thick sections were stained with hematoooylin and eosin. The
material was analyzed in a MNikon Eclipse 80§ light microscope using MNisElements Ar soft-
waee hitps: fwwowemicroscope healthears nikon com/ products softw ane / nis eleme nts,/
nis-¢ bements- adv anced-reseanch, accesed on 1 June 2023 (Nikon, Tokyo, Japan).
4.6 Omdietive Stress

Seven days afler viral inoculation, we harvested 100 mg of selected tissues: brain,
cerehellurmn, liver, hungs, and kidneys from the infected animals (n = 7) and put it in 1 ml of
a homogenizing buffer with protease inhibitors. The tisswes were homogenized (110 w/o)
im 0.9 NatCl with a glass hemogenizer (PotterElvehjpm PTFE, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Germany ) and then sonicated (Virsonse 100, VirTis, Gardiner, NY, USA) The tissue samploes
were then frozen and stored at —80 “C, unfil the analysis.

For this study, organs wem taken from all control (n = 7) and infected mice were
euthanized 7 days atter incculation (n= 7).

461 Superocide Dismutase (SOD) (BC 115.11) Activity

Total SO0 activity was measued using the Oy anagui method [35] In this method,
xanthine oxidase catalyzes the production of superocide anion that reacts with hydroooy -
lamine o produce nitroso jona. The latter combined with n-(1-naphthy Dethylenediamine
and sulfanilic acid gives a color combination that can be measuned metrically.
The 50D and anSOTY activities were defenmined using the Oyvanagoi method [35). The
S0D activities were expressed in NU/mg of protein, with 1 NU (nitrate unit) equal to S0
imhibition of mitrite ion formation.

4.62 Catalase (CAT) Activity (EC1L11.1.6)

CAT activity was assessed using the Asbi method [35]. In this method, the homogenate
is mixed with pedupdrol in 50 mM TRIS HCl buffer, pH 7.4, and the maction is starbed
by adding freshly preparsd hydrogen perocide. The rate of decomposition of by drogen
peroxide can be measured spectnyphotometrically at 240 . CAT activity is expressed as
umnits per 1 & probein {IU/ g protein).

The CAT activity was determined wsing the Aebi method [36] and expressed as units
per 1 g protein {IU/ g probein).

464, Glutathione Peroxidase (GPx) Activity (EC 1.111.9)

GPx activity was measured by using the kinetic method [37], with t-buby] perocide as
a substrate. In this eaction, cxidized ghotathione (GS5G) & regenerated in the presence of
ghutathione eductase (GE) and NADFH. GPx activity was expressed as pmokes of NADFH
oxidized in 1 min per 1 g of protein (IU/ g protein) for selected tiswes

The GPx activity was measured using the kinetic method [37] with t-butyl perocide
as a substrate and is expeessed as pmoles of exidized NADPH in 1 min per1 g of protein
(IU/ g protein).

464 Glutathione Reductase (GR) Activity (EC LE.17)

GR activity was detenmined by using the kinetic method and is expressed as pmoles
of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (MADFH) utilized in 1 min per 1 g of
protein (IU/ g protein) for assessed sanples [25]. This method is based on changes in the
concentration of NADPH that macts with ocidized glotathione. The changes i absorbance
at 340 mum wene measuned with a PERKIN ELMER Victor X3 eader (PerkinElmer, Ine,
Waltham, MA, USA)

The GR activity was determined wsing the kinetic method [385] and expressed in
pmoles of NADPH utilized in 1 min by 1 g of protein {IU/ g protein).
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4.65. Glutathione-5 Transferase (G5ST) Activity (EC 25.1.18)

5T activity was estimated using the Habig and Jakoby kinetic method [29]. The
reaction mixhue containing reduced glutathione was added to the samples. After initial
stabilization, 1-chlore-2 3-dinitrobereens (in ethyl alcohol solution) was added, and ab-
sorbance changes were monitord using a FERKIN ELMER Victor X3 mader, at 240 nm
wavelength, for at least 3 min. GST activity was expressed as pmoles of thicether formed
within 1 min per 1 gof protein (IU/ g proein).

4.66. Total Okidant Status (TOS) and Total Antiexidant Capacity (TAC)

The total oxidant stabus (TOS) and total antioxidant capacity (TAC) levels wene de-
termined vsing the Erel methods [40,41]. TOS was determined wsing Hh&m}mdolog;
provided by Erel based on a system containing xylene orange, o-dianisidine, and Fe*
b [35). The determanation of TAC i senem was based on the method of decolorization
of exidized ABTS (2, 2-azinobis(3-ethy lhenzothiaz o-ine-f-sulfonate ) under the influence of
antiexidants eocurring in the tested material [15]

4.67. Malondialdehyde (MDA Concentration

The malondiabdelny de (MDA ) concentration was measured wusing a reaction with thicbar-
biturae acid [42], cabeulated from a standand curve peepaned with 1,133 etrae thoy propans,
and e pressed in pmel/ g profein.

4648 Satistical Analysis of Anticxidant Steess Markers
The normality of distributions was assessed using the Shapiro-Wilk st Kruskal-
Wallis ANCVA was wsed for comparisens in the study and norovines groups depending
o the type of ssue. Within a single Gssue, comparisons bebween the study group and
the control group were made using the Mann-Whitney U est. The median (lower-upper
qumﬁh}(hie{m—ﬂﬂ}}wuu&dmﬂwd&xm The tests performed wen two-sided
ﬁn@mhﬂwmﬂﬂ&ﬁﬁmﬁ%ﬁwmp&ﬂmﬁdmm&m
ca 1330 program (data analysis softwame system), (TIBCO Sofbwane Inc, Santa

Clara.EA, USA), acessed on 15 September 2023
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Sensitive electrochemical gold nanoparticle-based
immunosensor for norovirus detection in food
samples
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honosines (ko] mfecton s one of the most common non- ecesdl ewses of gashoenienis amoag e popuizbon
wartivide: From the pont of wesr of medicd dognosios, it 5 mporiant o deveop 2 5ysiem St would sensieely and
seeciively detedt norownus fom a patenls sample inonder io aonbol and it s grerd. s paper we present
2 siabe and sensiee Mo mouse mode) detecton metx ininfecied food smpes. The bo-pletioen wes made of
a mreadified gold dacrode with 3 seff- aceeriiled L -opstene moncner, cosessd with god nenoperices, 2 infer and an
antibody spechic o e Wi surfre proten of the . Bnding of the VPL proden o the antihody caused & deaesse in
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Figh sensiiity and Ineady n amnge fom L x 8% 1o 1 80" TOD,, wih fhe detedionfimitof L 8078 T, OV
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1 Introduction
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casing 685 million cages and 210 000 deaths each year™
Homwvires infection s coused by a low amount of the virus (ca
WM} exples per mL], and currently, there is no vaccine nor ant-
nomwital agents, while the mogt commaon source of infection
are bagic diet ingrediemts, such as fruit, vegetables, and
safood ** Considering that it spreads easily and commaonly
contaminates food samples, a biosensor which could sen sitively
and selectively detect NoW i desirable.
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Electrochemical immunosensors  demonstrate  unparalleled
advantiges over traditional technigques, prominently chame
terioed by their superior properties. First and focemost, these
inmovathve  sensors allow  for  efficent  ministurization,
enhancing porability, a crocial aspect that facilitabes their
brimder applicability.™ Their inherent cosd-efectivensss when
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compared to comentional counterpans, positons electro-
chemical biogensom as a practeal and economically viable
alwtion for diagnostic applications, Additionally, the height-
ened sensitivity of electmehemdcal immunoee nson deserves
explicit atbention. This distinetve feature allows for the aoos
rate detection of target analybes even at low concentrations,
a eritical capability, especially in scenarios lke norowires
infections where the viral load is rebtvely minimal. Purther-
mire, the compatibility of electmchemical immunosensos
with vardows matrices and their versatility in acoommasdating
diverse biomolecules comtribute to their significance. These
sensors can be tilored to specific applications, offerinmg a e
ible plathorm for the detection of a wide amay of amahtes ™"

The future of medical diagnostics, partieulady in the depee-
thon of viral diseases, may mlabe to innovative biosensors. One
of the promising elemens uced in the biomoeptor layer is
antibisdies, due b their high spedficity towards the analyte o be
st ™ Thee bagie: factor in the fabrestion of an electmelemiceal
immunieensor is a prper prepamation of a chemically modified
electnde by the immaobilizton of a bokgiealy active aompoend,
an antibody, on s arfee. One of the ammaonlyused strategies is
the wwvalemt binding based on strong, oowlemt Qe metions
betweenn the surface of the modified electrode and the functiomal
groups of the antibody, a8 it crestes more stable and lbetier
orented immunensing pldomms™™ Since bare eleamdes do
i pESes proper sibes e oovalent bonding, it B oucil o
aceedully modify their surface o prepare it for protein
anchoring For this purpose, somse reagents can be applied, such as
ghetaraldelnde, cartbodiimide awcinimide eser, o Nlydmoe
ywocini mide ™ Another often wied Smiegy is the application of
the self-ascembled monolyver [SAM) method to obiain fmotion
alimed thin film deh in groups desmed for the antibody immobi-
limtion. ™™ The mcult i the foematon of highly oganed A
e o semd-oovalent binding betwsen a ailfide group g thiok)
and the noble met] surfaces feg Au)l Thiol fanoionalizd amtd
il pumcsoiess Tubgrh affinity b Au Surfaces, and themdooe they can
b easdly immobilized =

In the advancement of electmehemical immu iosens g
@rategies, enhancing dgnal amplification, sensitivity, and
aahbility emerges as photal for optimidng immunosensor
pedformance. Sigmal amplification  within  electrochemical
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immunosensors can be effecthvely mealized through the incor-
pomtion of &g nanomateriale =

Tiv additionally enhance importint workdng pmamebes of an
eleamehemical immunosensor, semd-oomnductive prope ries need
i be improved. Commaonly, it is achieved by the application of
semiconductve materials to the eledmde surface, Nowadays,
conddemble foeus has been devobed to manomaterials which
euld be applied in Hosensoms due to their exquisite s ndtivity in
chemical and biological sensing ™ A wide mnge of mnomaterals
cmld ke applied in the bitkensor sysems, howener gold nano-
particles (AuNPs) hove meoehed great ineres doe to their many
beneficial chamoteraios, such as high suface-trvolome mtio or
high ssrbiee enengy, which allow for a stable §mmobil aton of
i ecules with simultmems rebertion of their biomotviy.™™
Additionally, they permit fast and direa electmn transr between
abrimd ramge of electmehemical by detece d analytes and electmde
surface ™

In this study, we present an e lectroehe mical biosensor ¢on-
slging of a selfasembled monoayer on a gold electrode,
misdified with gold nanoparticles, a linker, and an antibody
specific for the VP1 proein of nomwins based on a murine
muadel. Seanning electmn mieroseopy (SEM), electrochemical
impedance spectrigoopy (E15), a8 well as epelic wola mmetny
[CW) were applied for the visualizstion of each step of electmde
preparation. The nowely of presemted resarch lies in the
preparation of a mew, very stable matrix for the MoV detection,
which could be used as a bioreoogniton part in a biosensorics
device. Differential pulse volammetry was wsed for the Moy
detection and chamcterzation of the immunosensor working
pammeters, such as linearity, sendtivity, selectivity, and aceu-
mey. Deseribed immunosensor is distinguished by good
stability obtained by propedy performed modification of the
electrode surface, which gave very promising resulis in possible
applicaton as a fstume poimt-of-care device,

2. Materials and methods
21, Chemicak

riyeine (Gvs], gpold nanoparticles (diameder 20 nm, stabimed
swgension in citme buffer), protein ereslinker 1-ethyl-H3-
dlirmesthryba mi iy learbsod i mide ydmdchlonde (EDC), amine
madive  cnmslinker Nlydmosuecinimide ester (NHS), ant-
momndnes (MN-1) mowse monochona) antibody, clone 50410,
Cat. N MABF2047, §.10 mg mL™" (Ab), bovine serum albumin
(BBA), nomnires, fermsganide, and glubmldelyde (GA) wene
purchased from Sipmaraldrich Co (Merck company) Sulfurie acid
(H,50,), citrie acid jCA), Mo, MaH, PO, Na,HPO, KH, PO, HCL
amd CH,OD0OH were punchased from Chempur. MaCl, KO, and
CH 00N were punchased from POCH [Part of Avanbor, Perfior-
mance Materials Poland). Tris was purchased from Roche, All
chemicals were of amahtical grade and were used withowt amy
further purification. All buffers wer pepared acoonding o
genenlly kmown, obligaboy standards Fruis, vepetables, and
opeters for analysis in the food samples were obtained from the
Selgmos aore. Bacteria: E ol B achéfis, Sofmondls qop, E. foemis
were obitained courbesy of Prof. Jamsckee Kndl from the Department
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of Pathology, Wrockee Unberdty of Emvironmental and Life
Selenes, Poland,

12  Prepamton of vims samples

221 Cell culture. fn viro experiments wene carded owt
sy macmphage celle RAW (TIB?, ATCO) (Amercan Type
Culture Collecion, Manasss WA, USA). Cells were grown in Dul
bewo's Modified Eagle's Medium (DMEM) with nonescential
anming acids with addition of 10% of feta] bowine sernsm (Biolog-
jeal Indhetries Kiblaute BeitHaemek, Imel), ailtums wen main-
tined in Starsted ailture fasks (25 mL) at 37 °C in an incubabor
supplied with 5% 00, and 95% air humidity. When the cells
meached confhsence of 904, they wern split wsing 0.25% trypsin-
EDTA and distrilasted evenly inwy new fashs,

L2 Virus propagation The vires wed in the study was
Musrine Momvines (VR-197 3, ATCC) replicated in RAW cells When
the culure mached the confluence of 75-80%, the medium was
memiwed, and the cellk wem washed with PBS sohstion with
e leiumand meagmedum jons. After that, 3 mLof vins suspendon
waak added to dhe Hask Cells with vifs wene incubsbed for 3 hoat
37 in an incubstor with 5% (0. After incubation, wnes
appension was removed, cell cubum was washed with PBS and
DMEM was added. Cells were incubated e 4 00 6 days and
obsserved daily for the dewl opment of cpthopmitic effea ((PE) using
imverted micoeoope (Dlympus Comp., Hamburg, Germamg Axio
Observer, Carl Zeiss Miendmaging GmbH)L

2131  Prepamton of samples for accuracy stdies

The white food matrices were s lected based on spedfic crera,
it b g b e rantion factors saech as podential swseeptibility o
rowirus eomtamination. The selection prscess aimed &0 enoom-
s a variety of fiood fems commonly assoebved with noomd nes
ansthreake, The chosen matrices inchuded: Billeny (Vacdnium L),
Lesttwsce [Lacfus svfur L), Ragpberry (Rubus idaeics 1), and Edible
Opter (Oufrea eduli) fished in Prance and the Nethedands. This
el s e taken (5 mom s 5 mm), fnely minced with a smipel,
and sugunded ina measuring bufer, to which 10000 of fomoed fus
s 107" TOID ) was added. A sample of each pathogen causing
ympms similar o nonwdines infection [Brfsoaeans fraali
Safraiel s gpp., Excferdchin aoll, Baaf bes subd s ata avnoentmton
aof 1.5 x U8 CFL, was mixed 1: 1 with the vins.

24 Appamatus
Electmechemical meamrements — aelic voltammetry (OF) and
differential pulse whammetry (DPV] were performed wsing
a potertiostat g hanostit Astolab PGSTAT 128 with HOWA sofi-
wane at mom tempersture. Electrochemical measumments were
arred out wdng a theeelecinsde geaem consisting of the
misdified and unmaodified godd eledmdes (AuE, diameter 1.6 mm,
pridheced by BASEH, MF-2014 madel) as the working electmude an
AgagCl [sat. KCT) a8 a pefere noe ol eansde, and & platinmm wie as
a counter electrode. Impedance spectra wene reoonded in 2 separate
operiment wsng Gamey Imerfacs 1000E patentiostat, A 50 mL
wlume eledmechemim] cell (HE H-Cell from redoo me) was wsed,
anmtaining: working electrode (AuE, dibvmeter 16 mm, prosdsced
Ty BASI, MF-2014 muodel, 0,018 em® geometrie ares exposd to the
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Fg.1 (A Schematc preparaton of the Immunossnsor for the Moy determination; {B) proposition of te dhemical groups involved infe process

of oreating a stable matrac

wolwton) the Aglagl (3 M KO neference ekectrode and platimm
coil a8 a counter electrode. Bguilent ciruit modeling was per-
firmed in Zview [SA1) softeare, Visualimton and chamoterzation
of each sep of the AUE modificition was aurried ot with FEI
Cruanta 250 SEM micrdoope equippe dwith SO0 Octane Elect Phes

EDS detector. SEM imaging was performed in SE jsecondary elee-
o) maode with accel emting volage of 5 KW under 107 Pa pres-

sure. Sample tilt of ax 707 and dynamic Bxees were woed to reflect
Ibetter surface mopholegy and opography. Real time meverse
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transcription polymerase chain resction (ET-PCR) was applied for
the ipolstion of the genetic material. The commercial Toal BHA
Maxi kit [ARA Bistechnokgy, Poland) was used @ Bolse the
genetic materal from the sympleswsed in thestudy. A CFX Connet
Bi-Rad thermooeler was ued for the quantitatve polymerase
chain resction [gPCR) resction. The commenial SensiFAST™
Probe No-ROK Cre-Step kot (BI0-76045) (BLIRT, Poland) was wsed.
For the ide mtification of the genetic materal, the Bllowing primens
and probe were used nsed on lieratue™
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MHNV-F COGCAGGAACGCTCAGC AG
MNV-R GOYTEAATGOACGGOCTG

MHMNY-TFl FAM-ATGAGTGATGGOGCA

The gPCR meaction oomd itons wene as follows: 10 min at 452
C oand 2 min at 95 o0, folkwwed by 45 opcles of 5 £ at 95 2Cand
20 % at 55 °C.

25, Fabrication of the immumosensor

Preparation of the immunosensor for the detection of MoV was
a multistep fabrieation prcess and is presented in Fig. 1.
Firstly, AuE was polished with diamond posder [diameter 3
i), Arged in ethanol and delonized water, and dried at room
tempe ratne b remdove dusts and impudties from i srface.
The activation of the gold electrod e was performed usimg 0.5 M
sulfude acid for 60 opeles with a opelic voltammetry method
(potential mnge 0-1.4 V¥, untl a stable voltammogram was ob-
tained). In the first sbep of the prope rmodification, the AuE was
immersed in 0.05 M woysteine and incubated for 20 h o
spinrrta repusly form a sel fascembled monolayer, ereating a film
feh in thiol groups, c-Cysteine is deh in Satom which interacts
with Au-atom from electnde through A8 binding, it has high
affi nity to the Au NPs as well. Bext, 40 pl of gold ma noparte les
were dropped onto the AuESAM electrode amd incubabed for
18 h at 4 °C. During the next step, 20 pL EDCNHS was ad ded
onto the surface for 2 h at RT. Applieation of EDCMNHS results
inthe ereation of a welbodented monolaver and allows a betber
antibadyantizen intemotion ™ The ha step was the immaobi-
limation of the antibody, which wasdiluted 1 : 5004, aceording &
the liersture,™ and 20 pl was dmopped oo the AuESAMS
AuMNPs/EDC/NHS electinde for 20 h at 4 °C Sinee the amide
sl e meated betwsen the amine group of the NHS and the
carbooy] group of the protein is stoong, the amtibody does mot
detach from the electrode surface durdng measurements, In the
end, (5% bovine serum albumin (BSA) was incubated on the
electrode surface area for 2 hto block inactive groups and non-
specific binding sites, The detection was based on the specificity
of the virus surface protein Y1 to the antibody.

The electrode was rifnged with (.1 M PBS [pH 7.0) and 10:mb
PH 8.0 Tris-HCI buffers for 10 mimstes e ach and with deiomnized
water after each step of the modification prcess to wash
unbound molecules from the electmade surface and remowve
impurties or amy enms-linker byprosdcis.

Each step of the modification was checked using OF and EIS
analysis, SEM was adopted for the visalation of the surface of
the gold electrode after mod fication. Prepamd electrode was
stored at 4 90 when mot in wse

24,  Electrochemical procedure of the nomwvins anahsis

A typical thmes-electrode 10 mL cell, inchiding the aboe-
mentioned gold working electmd e, platinum counter elee-
e, and Aglag0l referemnce electiode | was weed for the CV and
DRV measurements. The CV method was applied for the
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vigsualization of each step of the electmade modification towards
5 mM ferroferrioanide mdox couple in 01 M ENO; (as the
A pporting amalte), The OV sans were moorded in a potemtial
range from —0.4 ¥ to 06 ¥ 15 AglagC] electmade for 3 opeles
each, at a sean mate of 50 ol 5. In addition, poentastatic EIS
was performed at open cirait potential (Eoo) in 1 M OERO,
Eupporting electrolte) sshetion contining 5 md [Fefc) )
f1:1) with a resolution of 10 pis per dec in a frequendy mange frodm
1 Kz to (001 He and ac signal of 10 @il (mns)

Bor the chamotertation of the immunmensor's wocking
parameters, the diferential pulse woltammetry technigue was
used, DRV for a mnge of dilwtions (107107 of the NV (1 =
107" TCIDs, — tissue culture infective dose) was perfomed in
the potential moge of 0-006 ¥ v AglagCl and with the ampli-
tude of 50 mY. To ted the immunosensors ability to work in
operrair conditions and at mom temperstuee, all electro
chemical measurements were peformed under such cond b
tons, Samples of the NoV in the concentration mampe of 1 =
0~ o1 x 107" TCODy, were prepared by sedally diluting
nomwvires samples in 01 M PBS bufer at pH 70 ¢ omiaining
1 M KO (supponting electmhte )

A7 Accuracy and stability tests

Commaon fisod samples coming from lettuce, bilberry, rasp-
berry, and oysters {from France and Holland) and samples
from widespread bactedal pathogens (E @l B subiilis
Salmeanela spp., E. fosmlis), prepared as described in Section
2.3, wene infected with the oW and studied for the accumey of
degeribed immun ode ngor. Mentioned species were mived each
time with the oY slwetons in a volime mbo of 1:1. DPY
analyis was then applied in the potential mnge of 006 ¥ ws
AglAgCl and sgnale were compared to the one obitined fom
the MoV sample.

The stability test of the immundse nsor was oonducted 2
weeks after the electde pre paration wsing the OV amabysis with
AuESAMIANPEEDCNHSALBSA in the presence of 5 mbd
ferrofernoanide redox couple in 0.1 M KNO; for 60 oeles in
a potental range of —4-06 Y v AglAgCl meferenos electrode
with the scan rate of 50 mV ™"

LA Bihical stabement
This mseamch did not imeolve human or animal samples,

3. Results and discussion
A1l  Charactedzation of the elestrochemical and

mierosem i chamges during the comgtncbon of the
TR (et

The muli-sep provess of the electrods modification was chame
erioed by SEM, EIS, and CV. The immabil ation of the agents on
the electrode surface was confirmed after each sep

SEM wars wsed b manibor the changes in surface morphology
after each modification sep. The first step led to the formation
of SAME with a faidy diverse momp hology, Lo the surface was
dotted with sphemddal and mndomly distrilbwted clusters (few
mierometers in dxe) embedded in the ropseine layer (Ag. 2a)
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Fig 2 SEM images of surfsce morphology of the electrode modified with: SAM fa), AuNPs b, SAM/AUNPS (), SAM/AUNP:/EDC/NHS (d), SAM/
AuNPs/EDC INHS/artibody fe).

For comparison, the AuNPs deposited on the mw gold substrate  a diameter of several micrometers (Fig. 2b). Combining these
formed a genemlly uniform layer with scattered very fine two steps together resulted in a denser, than in Fig. 2a, surface
mylomerates and relatively large and fat clusters with  covemge with several micrometer nodules with a flocculent and
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Fg 5 Myquist f3) and Bode §b and ) representatons of ;e mpedance spectra recosded for unmcdified and madified gold electrodes at Eo-
after 30 min of exposure ina solution of 01 M Hhﬂ:umﬁnﬂﬁcmd"”_.fnldﬁﬂ-tgm refier to Model 2 from Fig. db

(prodably) pomus strectune [Fig, 2c) Addition of EDCNHS byer
caused that the sudace after SAMAUNPE modification was
oovered with a quite differentiated ayer (Fig 2d). Mamely, the
misdules were covered (the smaller ones) or partially embed ded
(the hmgper ones) in a faidy smooth and continuows EDCNHS
layer, Outgide the EDC/NHS clusters, the byer was diseontin-
v, of varying thickness and gramlar in strocture (Fig. 2d).
b lization of the antbody (Fig. 2] msuled in fne gran-
ularity in plices when the EDCWHS layer was the thinnest. In
addition, few, fat clusterswith sizes exoeeding 1040 microme bers
were visib be — probably formed after dopping the antibody oo
ithe surface.

Impedance spectra reeorded for all symples with a modified
surface are charactertoed by asimilar shape that slightly difers
Frovm that of un madified Au eleetrode (Fig, 3a-c). In the Ny uist
plot [Fig. 3a), one tme constant can be distinguighed in the
medium frequency range. A further inemase in impedance,
starting from a few Hz towands mHx, can be imterpreted in teo
ways On the one hand, it may be a fragment of the soond
gemicirele, On the other hand, this frgment is almos perfectly
imelined ffor the firg three samples only) at an amgle of 45 and
mary indicate the existence of diffusion constrints, Regand less
of the intepretation, the impedance ¢ haracte dsties are @milar
(in shape) to those in the literature, ™ While the presence of
a second tme conctant is hard bo see on the Npguist pht
(Fig. 3a), the second maximum of the phase angle could be
fumd on the Bode plot at about 0.1 Hz [Fig. 3c). I is escpecially
vigible fior the electmubes afte r modification. Apart foom that, all
samples meach rather high impedances (Fig. 3b)

The use of the simplest mode] with one time oo stant con-
taining an open Warburg element connecid in series afier the

BOB4 | RS0 Ache 2024 W, 0286040

megisbor was initally considersd (Fig. 4a) In this circuit the
physical sense of the slements could be as Bllows B, — elec-
tmhtie sohtion mestance, CPE, and B, — the capacitance and
msistance of the charge tansfer maction, W, - Warbury diffu-
don element, where: R reflects diffusion impedance, T reflects
time of d iffusion of the particle thoowgh layer thicknes and Pis
the W expoment.

Quite good fit (chi square ca. 4.3 = 107725 = 107 ") and low
mesideal ermm were obiained. Fiting resulis, ghown only for
exploratory and illustmthe purposes, are summarted in Table
1, without dehing imto the physical meaning of the elements,

Fitting was mepeated, ot the cireuit was mod fied to the one
ot st gy O b Hme constan t connected in paralle] (Fig. 4b)
Using this physical model, the best fit (chi square ca. 39 =
10} and low residu al errors were obtained in this work. Fitting
megulis are summarteed in Table 2, and the fitting lines visible

TR =T

[

Ag. 4 Bectsc equiaient orcuits used for fiting the expeamental
impedanoe spectra recorded for bot modified a) and unmodified §o)
gotd slecinodes
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Table 1 Fitfing resuits for impedance spects recarded on modified and unmodified Au slec rodes in 01 M KO3 with 5 mM ROl

solufion obimined for a moded from Fig. 42"

Sample R (i3 em®) CPE~T [ " em™ ) CPE~F Rz [l cm) WK Wo=T W -F

AuE 269 [0.7] 490 = 107 (o) 093 [11)] 4477 (15) 279« 10°[45] 154 (A7) 049 (03)
AuE + 2AM 254 f0.5) TAS w10 (3] a4 jid] T4 116 = 107 (45 118 fus] s o)
AUE 4 EAM + AuNPs 238 [0.5] TE9 w107 (38 094 f0s) 8.0 10 195« 10 [43) 124 [A5) 049 [03)
AUE 4+ BAM + AUNPs + &b 236 [0.7] 610 = 107 (1] 0.90 03] 3049 (36 342w 107 (3 268 [81] 049 [13)

? valhes in hrackets are the % smor.

Table 2 Fitting mesulls for impedance spectra soonded on modified and unmodified Au slecteodes in 01 M KNG with 5 m [FeiChe™

solufion obtmined for a moded from Fig. 40°

sample F(Qan'] CPE-TE™ en~¢) CPE~F K (kQen’) CPE-T™ an—#) CPE-F K, (MO
AuE 359 (L3 454w W0 (0] 093 (0] 4595 (1.9 435« W07 [0.3) 50 (0E) 375 ()
AuE + 2AM 252 [LE] 84w 107 [1.H) .93 (0] BSE () .48 = 107" [0.7) s30d) 2 (5
AUE 4 EAM + AuNPs 237 [0LZ]  BASw 107 [1.5) 094 (0z) 1134 [E7) 532w W07 [03) 05103 504 48]
AUE + BAM + AUNPs +Ab 234 [02) 629 107 [0.5] a0y 3FRE(LE) 389w 10 [1.9) 0LE0[19) 249 (55)

9 vahes in brackess are the % amor.

om Mygquist and Bode phds in Fig 3a—¢ are related directly o
these resulis. In this cireuit, the physical sense of the elements
was adopted, acconding to ™=, as follows: B, — electmilyte
solution resistance, CPE, and R — the freque niy regonse of the
charge transfer prcess, while (PE; and By — the fregquency
mesponse of the diffusion prscess, Bomally, if P = 0.8-0.9, then
CPE; would desceribe some peal capacitance. Hiwever, here P~
0.5 &0 this constant phase element behaves rather like a War-
burg element. This assimption i supported by the previous
fitting using the circwit from Fig, 4a.

Table 2 shows that the deposition of SAM layer reduced the
resistanos of B, fve times, below 10 k0 em®, but more impoc-
tantl, reduced the resigance R, by almost one order of
mangnitude. If one associabes By with electmn transfer and B,
with diffusion congtraims, then their large decrease would
eoffirm that one has achieved the goal of this sub-sep of
il Beation. The next step, the depogition of AuNPs on the
surface, caused only a slight incpmse in both resiga nees (Table
2] It can therebsre be confimmed that surface funet omalization
with gold manoparticks also faciliates electmn transfer
betwesn detected ambtes and Au electrode surface, in accor-
dance with the literature™ A significant change was cansed by
the immobilization of the amtibody, Although B; has increased
maire than thiny times, B, remained at a low level, in the onder
of 2.5 M0 em® (Table 2). This means thet although the electron
tansher resistance has  inereased (because the antibody
inhibited electron transfer), the difusion cmstmints have
decmmased slightly, In addition, the CPE—P parameter slightly
decmased, which would suggest greater hetengensity (distd-
busticn of reaction rated) within the sudace. All thes fndings
would confirm that the amibodies have been sweceschully
grafted onto the sirdace of the modified electds.

Using thisphysical model, a O was alsoused to chamoterze
the gold electmade after each assembly gep. As can be observed
in Fig. 5, the oelic voltammogram of ferifermeyanide mdox

£ 2024 Tha suthar(s) Punishad by tha Rosval Sooaty of Chamastry

couple deminstrated reversible behavior on a bare Au elec-
e, with a peak-to-peak sepamtion of e.a 30 mV (Fig. 5, gold
curvel When AuE was madified by the immobil Eation of SAM
and AuMPs odbi iE surface, the peak curment inereased notice
ably (Fig. 5, green curve) becsuse of an exquisite electron
tran sfer peformanee of AuNPs™ A expected, the immobilizr-
tion of the bioecognition element for the MoV detection fthe
antibody) oo the eleotmde sirface cused a current ignal
decrease with peak-topeak separation ca 60 m¥ [Fig. 5, black
curve ]l The covalent assemb by of the antibody ontothe electrod e
could firm aclosely packed film which passhates the electmude,
himdering the transher of electnn £ betwee i the redox probe and
the electmade. This phenomenon was observed i mame mas
ather stisdies o
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mnge: ~04-006 W scan rate: S0mV =L vs Ag gL
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Fig. & ja) CV-witammogam showeng Al SSAM AuNPsEDC TNHSS
AL/ BSA In S mM ferriferrcoyanide mdox probe and 01 M KNOs 2t
different scanning ertes (80— 300 miv's ') potental mnge: =0.4-0.6V;
wx Ag|AgCL; o) Snear relationshnp betwesan scan rre and cursent i -
red Bne; b — blue Bnel.

Results des rbed above comobomate that all molesules wene
suocesfully used tomodify the AuE surface, and the immuno-
sensne oould be applied for the VP determination.

Furthermone, the scan mie and the comelation betesen the
courreernt Of & raisdic et e e boweene @ boo i rvedt i jerted ot every sep
during the immuseensor fabrication. CV has been performed in
the same potential mnge at diferent an mes(10-300 my s ) As
can be obeerved in Fig. G, arrrent dgnale obtained foom both
cathodic and ancdic peaks (I, I, respectively) increase along
with the san mbes. Incombination with the reals obiained fom
the relationship of fz an d o, whees . syuane ot of sean mtes @
2}, presemted in Fig. 6b, which shows good lineary (B2 = 0,995 fior
B arl B = 0997 forQ,), it may aggest that the electrchemial
prsces of the interface fior the immunosensor was a difusion

BOBE | RSO Ak, K24, 14, S028-6040

Paper
|
2 AT o
Irrsunoesnes + FAS
. Immunosensor + MoV 107
Ry IersnEsneor + HoY 107
. Immunosensor + Moy 10*
- g—— ' unossneoe + Mo 107
- Immunosensor + Moy 107
5 et ® |
it —
4o 04 0r 83 44 a6 0B
E M
bl
L ]
el
gy
. R = 0082
1 B Moy 107
z
- L ]
— hs 10
L]
Mow 1
11
Mo 4 ®
ETTH
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the cument and Mo\ dilution.

anirtmlled process ™ Beamue of that, resuls obtained in the bt
aep are only fom the bested VP rotein of Moy

42 Amahlical performance of the immanosensor

Fix the chamoted=ation of the woddng parameten of the
immunosensor, the DPY technigue was weed,

As can be seen in Fig 7a, obtained DEY peaks were inversely
proportional to the exposed concentrations of Moy, due to the
fact that binding of the VP1 praein of Nol to the antibody
coEkes an increate in msistance and therefore a decrase in
current valves ™ The cormspodding calib ration cunve, showd in
Fig. 7h, represents good linearity in the imestigabed mnge (1 =
W01 % 107 TAD,) with B = 0992, The detection limit
(LOD) was the lowest concentration of vins detected by pre-
woted method - 1 % 107 TCID,,

Regenemtion of the immunosensor was done by soaking the
platform in 200 mM KSCH sowton™ for 4 min and then
waching it with doubly distilled water and PBS sohstion for 30
e oinide.

Some eamplkes of electrochemical immunosensos and
biosen oo fie Mo detection can be found in recemnt Dibe mtume.
Himget al reporbed biosensor based on concanmalin-g (Con-A)
immobilized ombo a gold electrode to detect human Mo,
applying an  electrochemical tansducer® The developed

£ 2024 Tha Authar{s). Puclizhad by tha Royal Socaty of Chamistry
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biogensor gave a response of Mo detection after appmo. 1 h
and presented good pammeters of sensitivity and slecthity.
Accuracy test provided in lettuce gave a wery good response with
a detection limit of & genomic coples per mL. Another eheo
tmchemical apprmach presented by Wang of al was based on
the whilization of a modified aptamer inthe biomeogmition pant
for murine noradires dection (as an alternative to human
FoW L G & lectnde was modified by a thiolated aptamer AG 3
and gpecific binding to murine NoV, The researches applied
the opelie voltammetry method to chamoterze the aptamer
binding and square wave vollammetry (SWV) was emphyed o
check the MoV capture. Such immunesensor gave a sensitive
and fast msponse and was simple o prepare, Chand and Mea-
thimjan descrbed a micmdluidie chip consisting of sereen-
printed carbon electrodes and polydimethyliloane e the
electroc hemical detection of human Mo¥.™ Silica magnete
beads wer wsed o fill the chip for concentrating the vims
samples and aleo for the filration of clinical samples The
bigmoognition pant was prepared as folles: carbon e lectde
was misdified with gold manoparticks and thiolabed st ptai-
dlin, ombo which the human BoV-specific aptame s labelled with
fermpeene (a5 redox probes) and biotin were imomobilbed.
Scientists conducted their msearch uwsng differential pulse
volammetry and obtained the detection lmit egqual to 100 ph.

33, Testsin food and bacterda samples, reproducibility and
stability stisd s

The selectivity, accuracy, amd stability are one of the mist

important parameters characterizing blosensors  Deseribed
here immunosensor for the Mo deection should be suitable
for medical diagnostic purposes. To st the accumeoy of the
oconstrocted immunosensor, a few common food samples and
bacteda species wers inkoted with BoV an DPY was applied.
Obtined cument value of 1 % 107" TCID,, NoV was compared
tis the current signal obtained from the infected, imestigated
samples. As can be observed in Fig. 8, all anabwed spocies
showed an excellent meovery vahee, only very slight (<3%)
changes are visible in the curremt response in detected food/
bacteda samples infected by MoV in compadson with Moy,
Presemted  msubs  cleady  show  that  the  proposed
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immunosensor can be suecessfully wsed for the determination
of MoW in diagnostics and food quality investirations,

Thee e weibility of the AuSAM AN Ps/EDC/NHS AWBSA
immunoeensor for the Nov determination was tested by the
DEY method by checking the cument of the same oonoe mtration
of MoV (1 x 107" TCID,, ) with four, modified in the same way,
gold electrodes, The avemge current was caleu bited as 1554 pA
The mesults exhibited a 5.1 2% relative sandand deviation [RSD),
shorwing very goid reproducibility.

G, Jomg-term stability & one of the isswes bigensors are
Facirg. The stability was tested after storing the immunosen sor
at 4 °C (humid conditions) fir 2 wesks after all experiments
The stability test was carried owt wsing the CV method (Fig. 9]
The averape el ectrical ¢ urrernt de creaged 0 oompa dson with the
original signal by approx. 4%, which shoes that the constnscbed
immunosensor is chamoteried by very high stability, possibly
mesulting from a very strong and well-prepaned modified elee-
troscbe for the Ab immaobilizstion,

i4d FEI¥FCR

Labomiory mice are most ommdonly infected with mows: no-
owirus and various effects of infection have been reported ™ To
afirm infection, tess based on BTg-PCR [mealtime mverse
transeription plymense dhain maction) are ofien wed, RT-LAMP
(iathermal amplifcation wa a reverse ranserption kdap). == Duee
i the ek of a robust tissee culbure sygem B uaman fonoed s,
PO fk are often weed in ey sedies, ™ and g4l for the

[UE e

Fg 8 Recowery et of the mmuncsensor for o,

BN Tha futhon(s) Pubdshed by tha Rowval Soosaty of Chamistny

dlizggrisis of nomwines infection, the most aaomon method js BT-
GPCR, hreever, it i very tme-consuming and requires specialized
pemnnne] and squipment, which is why other, simpler methods
am researched, ™ Inthis stedy, RT-gPCR has been used as a pefer
ence methid, as an additomal confimation e the electn-
chemical measurements of biosensors acaimey.™ As can be

RS A, 2004, 14, SI28-6040 | BOET

107



RSC Advances

25

RT-PCR (Cq)
& B

=t
(=]

Paper

TR RP PRSP b Do
GGG

Fig 10 Resder tested symples submitted for RT-PCR analyss.

Fig 11 Diluton senes of norodns detected by westenn blot fech-
nigue {ist well contaned mdecular badd 3-colour prestaned proten
marker {10-245 kDa) birt, e rest of e wells contained mowse
norowine at a range of dilutions. from 20! o 207).

obeered in the Pig 10, obiaine d mesulis froom BFTqPCR are almos
idenitical with selectivity tests obtained from deseribed hem elec-
trchemical biosensor.

Weaem bl is used in reseamh to sepamte and identify
prioteing, In seientific stodies of human as well a8 mouse noe-
oviree, thewestern blot technigue s frequently weed .

The created sensoc detected the YP1 protein of mowse noe-
ondrus, and i confirm the presence of this protein in the ampe,
a e o ol hutions wens tested by westemn blot echnigue. In the
experiment, 3 well vidble bands and ome faintl vidble band wem
obered (Fig. 1) All striations are oeated at 70 kDa, which
cormponds to the dxe of the WVPL priein,

BOBE | FEC Ak, 2004, 14, E0E-E040

4. Conclusions

In this paper, the elecrochemical immunosensor using gold
mangpart i les for NoW detection was constructed . AuNPs were
wtilbeed for the enhance ment of obtained electrical signal and
EDCNHS allowed the creation of a well-odented monolayer,
which results in better ant ibody/antigen intemetion. An anth
bady specific to the surface padein of the VP1 virus was the
bage of the measumment system. Binding of the VP1 prstein
iy the amtibody cansed a decrease in the curent, which was
propocticnal to the concent mbon of Mo sample. The detes-
tion limit was 1 2 107" TCIDs. Designed immunosensor
exhibited good performance, selectivity, and sensitivity. To
our kinonwledge this study is the first report with application of
SAMEDC-MHS, and an amtibody as a phtorm on a gold
electrode surface for MoV detection. What & mome, the
deseribed system showed excellent moovery values, good
linearity, and long4erm sability, which is essemtial for the
constroction of bic-devices for poimt-ofcare testing or fast
analytical devices, Futum research should focus ona therough
understanding of the YP1 protein captume mechanism, which
mary mesult in the construction of a real chip for rapid diag
i€, Tt 5 al s important tothomu ghly optim e the gystem in
the combext of real biolagieal camples (like feces).

Data availability
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14. SUPLEMENT

14.1. Opis inkubacji testu szybkiego wykrywania norowirusow

Warstwa receptorowa zostata zaprojektowana w nastepujacy sposob: poczatkowo ztotg
elektrode (AuE) oczyszczano z kurzu i innych zanieczyszczen, poprzez mechaniczne
polerowanie przy pomocy proszku diamentowego (czastki o $rednicy 3 pm), nastepnie
wyptukiwano w etanolu 1 przemywano w wodzie dejonizowanej. Elektrode pozostawiano
na powietrzu, w temperaturze pokojowej do wyschnigcia. Powierzchnie elektrody przed
modyfikacjg aktywowano 0,5 M kwasem siarkowym stosujac technike woltamperometrii
cyklicznej (zakres potencjatow 0-1,4 V) przez 60 cykli. Nastepnie przystgpowano do
konstrukcji warstwy detekcyjnej. Zaktywowana powierzchni¢ zlotej elektrody w
pierwszym etapie zanurzano w 0,05 M I-cysteinie i inkubowano przez 20 h, aby
spontanicznie utworzy¢ samoorganizujaca si¢ monowarstwe (SAM), tworzac film bogaty
w grupy tiolowe. Nastepnie do elektrody AuE/SAM dodawano nanoczasteczki ztota i
pozostawiano do inkubacji w temperaturze 4 °C przez 18 h. W kolejnym kroku, na
powierzchni¢ naktadano 20 pl chlorowodorku 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)
karbodiimidu - EDC/NHS na dwie godziny, w temperaturze pokojowej. Poprzez
zastosowanie EDC/NHS tworzyla si¢ dobrze zorientowana monowarstwa, poprawiajaca
kontakt miedzy przeciwciatem a antygenem [1]. Przeciwcialo rozcienczano w stosunku
1:5000, zgodnie z literatura [2] a 20 pul nakladano na elektrode
AUE/SAM/AUNPS/EDC/NHS na 20 h, w temperaturze 4 °C. Byt to przedostatni etap
procesu. W ostatnim etapie na powierzchni¢ elektrody naktadano 0,5% albuminy surowicy
bydlgcej (BSA), inkubowano przez 2 h w temperaturze pokojowej, w celu zablokowania
miejsc niezwigzanych z powierzchnia zmodyfikowanej elektrody. Kolejne etapy

modyfikacji przedstawiono schematycznie na Ryc. S1.
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Rycina S1. Schemat modyfikacji elektrody. SAM - samoorganizujaca si¢ monowarstwa ; EDC-
chlorowodorek  1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)  karbodiimidu. Legenda: NHS -ester -N-
hydroksysukcynoimidowy, BSA - surowica bydleca.

14.2. Prototyp testu szybkiego wykrywania norowirusow

14.2.1 Jednorazowy czujnik — test

Czujnik stuzy do pomiaréw impedancji probki w uktadzie potencjostatu, ktory zawiera
elektrod¢ odniesienia (RE), charakteryzujaca si¢ statym potencjatem, stanowigcym punkt
odniesienia podczas bezpragdowych pomiaréw innych elektrod. Elektroda pomocnicza
(CE) charakteryzuje si¢ niereaktywnoscia, posiada duzg powierzchni¢ i uzupetnia obwod.
Elektrody posiadaja wyprowadzone kontakty elektryczne na krawedzi czujnika w formie
ztacza krawedziowego. Uklad ten zawiera 8 elektrod roboczych (WEn), ktore
bezposrednio uczestnicza w reakcjach elektrochemicznych zachodzacych w badanym
roztworze. Elektroda odniesienia RE jest wspolna dla wszystkich elektrod roboczych
WEn, a jej fragment znajdujacy si¢ obok elektrody roboczej WEN tworzy segment
pomiarowy RE-CEWEn. Wyrdznia si¢ osiem WEn, na ktore w procesie produkcji
nanoszona jest warstwa bioczula. Pole przeciwelektrod jest wspolne dla nich wszystkich.
W celu usrednienia wynikow, zastosowano osiem pdl elektrod roboczych, co odpowiada

o$miu otrzymanym widmom impedancji w jednym cyklu pomiaru.
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Rycina S2. Jednorazowy test — elektroda. 1: wyprowadzajace kontakty elektryczne, 2: elektrody robocze, 3:
elektroda zliczajaca, 4: elektroda odniesienia.

Rycina S3. Zdjecie z mikroskopu optycznego przedstawiajgce segment pomiarowy (powiekszenie 40x).

14.2.2. Urzadzenie pomiarowe Aquanostic Reader

Pomiary zostaly wykonane przy uzyciu urzadzenia Aquanostic Reader oraz autorskiej
aplikacji zbierajacej wyniki, bedacej wlasnoscig intelektualng firmy Food4Future
Technologies. Urzadzenie zostalo opracowane w projektach unijnych ,,FishSensor — prace
badawczo-rozwojowe nad opracowaniem systemu wykrywajacego patogeny w hodowlach
ryb” (POIR.01.01.01-00-0225/17-00) oraz ,,Shrimp Health Alert — szybki i precyzyjny test
Point of Care do detekcji patogenow na farmach krewetek” (POIR.01.01.01-00-0758/19-
00). Aguanostic Reader to kompaktowy analizator elektrochemiczny zaprojektowany do
obstugi przez osoby nieposiadajace wyksztatcenia elektrochemicznego. Frontend

urzadzenia zostal tak zaprojektowany, aby wykorzystywaé przetworniki analogowe
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zintegrowane z mikrokontrolerem. Matryca odpowiada za podtgczenie biosensorow do
sygnalow elektrycznych. Urzadzenie dziala w szerokim zakresie parametrow, obejmujac
modul impedancji od 1 kQ do 1 MQ, rezystancje od 680 Q do 10 MQ, potencjat obwodu
otwartego od -200 mV do +200 mV oraz czestotliwo$¢ pomiaru czestotliwosci od 1 Hz do
1 kHz.

Rycina S4. Urzadzenie pomiarowe Aquanostic Reader.

14.2.3. Zasady dzialania testu

Proces pomiaru rozpoczyna si¢ od syntezy sygnalu pobudzajacego o okreslonych
parametrach czuto$ci, amplitudzie i skladowej statej, ktory jest realizowany przez
mikrokontroler przy uzyciu przetwornika cyfrowo-analogowego (DAC). Sygnat
wyjsciowy trafia nastepnie do sekcji formatowania sygnatu wejSciowego, gdzie
poddawany jest kompresji w celu minimalizacji znieksztalcen zwigzanych z procesem
syntezy. Skompresowany sygnal, poprzez wtornik napieciowy petnigcy role bufora, trafia
do elektrody CE czujnika. Odpowiedz pradowa czujnika na wybranej WE jest mierzona
przez wzmacniacz transimpedancyjny, a przebieg pradu i napigcia jest rejestrowany przez
przetworniki analogowo-cyfrowe (ADC). Cyfrowe dane pozyskane z przetwornikow DAC

3 nastepnie przetwarzane przez algorytm cyfrowego przetwarzanie sygnatow (DSP), aby
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obliczy¢ impedancje¢ zespolong dla biezgcego punktu pomiarowego. Proces ten jest
powtarzany dla kazdej zdefiniowanej czestotliwosci 1 dla kazdego kanatu, tworzac tzw.
cykl pomiarowy. Na pomiar czujnika sktada si¢ 560 indywidualnych pomiarow. Test
wykorzystuje EIS, bedaca metoda liniowego pomiaru elektrycznej odpowiedzi badanego
materialtu na pobudzenie elektromagnetycznym sygnatem w szerokim pasmie
czestotliwosci. Metoda ta opiera si¢ na detekcji zmian w impedancji elektrycznej, ktora
moze by¢ zarejestrowana za pomoca EIS. Impedancja ta moze by¢ zinterpretowana i

wykorzystana do okreslenia obecnosci bakterii i wirusow.

Po natozeniu na test probki pozytywnej, widzimy zmian¢ impedancji — wzrost, ktory
wynika z potaczenia przeciwciata z norowirusem. Obserwowana reakcja jest wynikiem
zmiany oporu dla pradu (Ryc. S5). W przypadku naniesienia probki negatywnej
obserwujemy niewielkg zmiane lub jej brak (Ryc. S6). Zmiana ta wynika z porowatosci i

niedoskonatego pokrycia ztotem w procesie galwanizacji elektrod pracujacych.

s<E-

Rycina S5. Widmo impedancyjne Nyquista, z nalozong probkg zawierajaca norowirusa. Na rycinie widoczna
jest réznica (wzrost), migdzy pigtym a dziesigtym cyklem pomiarowym dla kazdej elektrody pracujace;j.
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Rycina S6. Widmo impedancyjne Nyquista z nalozonym materiatem badawczym negatywnym. Na rycinie
obserwujemy spadek impedancji cyklu piatego wzgledem dziesigtego z trzeciej elektrody pracujacej
(granatowej), oraz brak zmiany na pozostatych.

14.2.4. Proces inkubacji prototypu testu szybkiego wykrywania norowirusow.

Proces inkubacji prototypu testu szybkiego wykrywania norowiruséw ten przebiegat

W sposob nastepujacy:

1.

2.

Elektrody przemyto woda DI, nastepnie etanolem 75% i ponownie wodg DI. Tak
przygotowane podtoze osuszono oczyszczonym sprezonym powietrzem. Elektrode
aktywowano przy uzyciu 0,5 M kwasu siarkowego przez 60 cykli metoda
woltamperometrii cyklicznej (zakres potencjalow 0 - 1,4 V, az do uzyskania
stabilnego woltamperogramu);

Natozono L-cysteing w stezeniu 50 mM (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri,
Stany Zjednoczone), a nast¢pnie inkubowano przez 24 h w temperaturze pokojowej
przy 100% wilgotnosci. Elektrody zostaly nastgpnie sptukane roztworem PBS
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, Stany Zjednoczone) i osuszone za pomoca
0CZySZCZonego sprezonego powietrza;

Natozono nanoczastki zlota o $rednicy 5 nm (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, Stany Zjednoczone) i inkubowano przez 18 h w 4 °C przy 100%
wilgotnosci. Ponownie sptukano elektrode roztworem PBS 1 osuszono j3
0Czyszczonym sprezonym powietrzem;

Natozono mieszaning EDC/NHS (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, Stany

Zjednoczone) i inkubowano przez 2 h w temperaturze pokojowej przy 100%
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EDC/

6.

wilgotnosci. Elektrode ponownie sptukano roztworem PBS 1 osuszono
0CzZySzczonym sprezonym powietrzem;

Natozono przeciwciata, Anti-Norovirus (MNV-1) Antibody, clone 5C4.10 9
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, Stany Zjednoczone) w stezeniu 0.10
mg/mL 1 inkubowano przez 22 h w 4 °C przy 100% wilgotnosci. Nastgpnie
elektrod¢ splukano roztworem PBS 1 osuszono oczyszczonym spre¢zonym
powietrzem;

Nalozono surowice bydleca (BSA) w stezeniu 3% 1 inkubowano przez 2 h w
temperaturze pokojowej przy 100% wilgotnosci. Elektrode ponownie sptukano

roztworem PBS i osuszono oczyszczonym sprezonym powietrzem.

Szczegdtowy proces nakladania materiatlow zamieszczono na Rycinie S7.
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Rycina S7. Procedura inkubacji i testu szybkiego wykrywania norowirus6w. Na ztotg elektrode natozono L-
cysteing, ktora wytworzyla samoorganizujaca si¢ monowarste. Dodano nanoczastki zlota oraz EDC-
chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo) karbodiimidu, NHS -ester -N-
hydroksysukcynoimidowy, przeciwciato oraz BSA - surowica bydleca. Na tak przygotowany test naktadano
probki zawierajace norowirusa, ktory taczyt sie z przeciwciatem.

W Tabeli SI zaprezentowano wyniki probek na ktorych odbywata si¢ walidacja.
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Tabela SI. Wyniki RT-qPCR materiatu badawczego.

Wynik RT-gPCR [Cq]

Numer
o Zawartos¢ probki HuNoV HuNoV
probki MNV
Gl Gll

1 MNV 23 0 0

2 MNV 22 0 0

3 MNV 19 0 0

4 MNV 20 0 0

5 MNV 18 0 0

4 ptyn znad hodowli linii 0 0 0
komorkowej RAW 264.7

5 ptyn znad hodowli linii 0 0 0
komoérkowej RAW 264.7

6 ptyn znad hodowli linii 0 0 0
komoérkowej RAW 264.7

7 ptyn znad hodowli linii 0 0 0
komorkowej RAW 264.7

8 ptyn znad hodowli linii 0 0 0
komorkowej RAW 264.7

9 HuNoV 0 0 13

10 HuNoV 0 0 15

11 HuNoV 0 0 23

12 HuNoV 0 0 27

13 HuNoV 0 0 28

14 ptyn, w ktorym byt zawieszony 0 0 0
HuNoV

15 ptyn, w ktorym byt zawieszony 0 0 0
HuNoV

16 ptyn, w ktorym byt zawieszony 0 0 0
HuNoV

17 ptyn, w ktorym byt zawieszony 0 0 0
HuNoV

18 ptyn, w ktorym byl zawieszony 0 0 0
HuNoV

19 Proteus mirabilis 0 0 0

20 Proteus mirabilis 0 0 0

21 Proteus mirabilis 0 0 0
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22 Escherichia coli 0 0 0
23 Escherichia coli 0 0 0
24 Escherichia coli 0 0 0
25 Salmonella spp. 0 0 0
26 Salmonella spp. 0 0 0
27 Salmonella spp. 0 0 0
238 Yersinia enterocolitica 0 0 0
29 Yersinia enterocolitica 0 0 0
30 Yersinia enterocolitica 0 0 0
31 Klebsiella pneumoniae 0 0 0
32 Klebsiella pneumoniae 0 0 0
33 Klebsiella pneumoniae 0 0 0
34 satata lodowa 0 0 0
35 satata lodowa 0 0 0
36 satata lodowa 0 0 0
37 boréwka amerykanska 0 0 0
38 boréwka amerykanska 0 0 0
39 boréwka amerykanska 0 0 0
40 malina wlaéciwa 0 0 0
41 malina wlaéciwa 0 0 0
42 malina wlasciwa 0 0 0
43 krewetka tygrysia 0 0 0
44 krewetka tygrysia 0 0 0
45 krewetka tygrysia 0 0 0
46 ostryga pacyficzna 0 0 0
41 ostryga pacyficzna 0 0 0
48 ostryga pacyficzna 0 0 0

14.2.5. Walidacja testu szybkiego wykrywania norowirusow

Na rycinach S8-S61 przedstawiono widmo impedancyjne Nyquista (wyniki z aplikacji
wizualizujacej pomiar ,kjulog” stworzong przez firm¢ Food4Future Technologies)
ilustrujgce zmiany impedancji w czasie pomiaru. O§ X reprezentuje rzeczywistg czgs¢

impedancji, czyli Re(Z), a 0§ Y reprezentuje ujemng czgs$¢ czesci urojonej impedancji,
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czyli -Im(Z). Wartosci na osi wyrazono w kiloohmach. Wykres obejmuje 7 elektrod
pracujacych, z ktorych kazde zostalo oznaczone kolorem: pole 1 (kontrola) -
nieuwzglgednione na wykresie, pole 2 - ciemna zielen, pole 3 - granat, pole 4 - jaskrawy
zielony, pole 5 - biekitny, pole 6 - r6zowy, pole 7 - zOlty, pole 8 - szary. Kazde pole zostato
poddane pomiarowi przez 10 cykli (kazdy cykl dla danej elektrody pracujace zostaty
oznaczony takim samym kolorem, z uwzglednianiem numeru cyklu). W 6 cyklu
pomiarowym do kazdego pola dodano badang probke. W celu lepszej czytelnosci reakcji,
na wykresach uwzgledniono tylko cykle 5 i 10. Gdzie widoczna jest réznica w kontroli
pozytywnej. Na cze¢sci rycin widoczne sg spadki impedancji, ktore przypuszczalnie mogty
by¢ spowodowane, nie pelnym pokryciem ziotem w procesie galwanicznym elektrod

pracujacych.
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Rycina S8. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probkg MNV.
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Rycina S9. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka HuNoV.
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Rycina S10. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka sataty lodowej zmieszanej z MNV.
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Rycina S11.

Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka borowki amerykanskiej zmieszanej z MNV.
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Rycina S12. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probkg maliny wiasciwej zmieszanej z MNV.
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Rycina S13. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka krewetki tygrysiej zmieszanej z MNV.
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Rycina S14. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka ostrygi pacyficznej zmieszanej z MNV.
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Rycina S15. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka sataty lodowej zmieszanej z probkg HuNoV.
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Rycina S16. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probkg borowki amerykanskiej zmieszanej z probka
HuNoV.
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Rycina S17. Przyktadowy wykres dla testu z nalozong probka maliny wlasciwej zmieszanej z probka
HuNoV.
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Rycina S18. Przyktadowy wykres dla testu z nalozona probka krewetki tygrysiej zmieszanej z probka
HuNoV.
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Rycina S19. Przykladowy wykres dla testu z nalozong probka ostrygi pacyficznej zmieszanej z probka
HuNoV
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Rycina S20. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka Proteus mirabilis zmieszanej z MNV.
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Rycina S21. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probkg Escherichia coli zmieszanej z MNV.
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Rycina S22. Przyktadowy wykres dla testu z natozona probka Salmonella spp. zmieszanej z MNV.
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Rycina S23. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka Yersinia enterocolitica zmieszanej z MNV.
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Rycina S24. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka Klebsiella pneumoniae zmieszanej z MNV.
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Rycina S25. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka Proteus mirabilis zmieszanej z probka

HuNoV.
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Rycina S26. Przyktadowy wykres dla testu z nalozong probka Escherichia coli zmieszanej z probka HuNoV.
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Rycina S27.

Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka Salmonella spp. zmieszanej z probkg HuNoV.
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Rycina S28.

HuNoV.

Przyktadowy wykres dla testu z nalozong probka Yersinia enterocolitica zmieszanej z probka
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Rycina S29.
HuNoV.

Przyktadowy wykres dla testu z nalozong probka Klebsiella pneumoniae zmieszanej z probka
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Rycina S30.

Przyktadowy wykres dla testu z natozona probka ptynu znad hodowli komorek RAW 264.7.
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Rycina S31. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probkg ptynu, w ktéorym byt zawieszony HuNoV.
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Rycina S32. Przyktadowy wykres dla testu z natozona probka sataty lodowe;j.
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Rycina S33. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probkg borowki amerykanskie;j.
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Rycina S34. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probkg maliny wiasciwe;j.
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Rycina S35. Przykladowy wykres dla testu z natozong probkg krewetki tygrysiej.
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Rycina S36. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka ostrygi pacyficzne;.
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Rycina S37. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka sataty lodowej zmieszanej z probka ptynu
znad hodowli komoérek RAW 264.7.
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Rycina S38. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probkg borowki amerykanskiej zmieszanej z probka
ptynu znad hodowli komérek RAW 264.7.
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Rycina S39. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka maliny wiasciwej zmieszanej z probkg ptynu

znad hodowli komorek RAW 264.7.
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Rycina S40. Przyktadowy wykres dla testu z natozona probka krewetki tygrysiej zmieszanej z probka ptynu

znad hodowli komorek RAW 264.7.
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Rycina S41. Przyktadowy wykres dla testu z natozona probka ostrygi pacyficznej zmieszanej z probka ptynu
znad hodowli komérek RAW 264.7.
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Rycina S42. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka sataty lodowej zmieszanej z ptynem, w ktorym
byt zawieszony HuNoV.
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Rycina S43. Przyktadowy wykres dla testu z natozona probka borowki amerykanskiej zmieszanej z probka
plynu, w ktérym byt zawieszony HuNoV.
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Rycina S44. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probkg maliny wtasciwej zmieszanej z probka ptynu,
w ktorym byt zawieszony HuNoV.
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Rycina S45. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka krewetki tygrysiej zmieszanej z probka ptynu,
w ktorym byt zawieszony HuNoV.
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Rycina S46. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka ostrygi pacyficznej zmieszanej z probkg ptynu,
w ktorym byt zawieszony HuNoV.
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Rycina S47. Przyktadowy wykres dla testu z natozona probka Proteus mirabilis.
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Rycina S48. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka Escherichia coli.
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Rycina S49. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka Salmonella spp.
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Rycina S50. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka Yersinia enterocolitica.

141



00k 076k 151k 227k 303k 378k 454k 530k 805k 881k 157K

Rycina S51. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka Klebsiella pneumoniae.
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Rycina S52. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probkg Proteus mirabilis zmieszanej z probka ptynu
znad hodowli komorek RAW 264.7.
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Rycina S53. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probkg Escherichia coli zmieszanej z probka ptynu
znad hodowli komorek RAW 264.7.
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Rycina S54. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka Salmonella spp. zmieszanej z probka ptynu
znad hodowli komorek RAW 264.7.
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Rycina S55. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka Yersinia enterocolitica zmieszanej z probka
ptynu znad hodowli komoérek RAW 264.7.
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Rycina S56. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka Klebsiella pneumoniae zmieszanej z probka
ptynu znad hodowli komoérek RAW 264.7.
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Rycina S57. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka Proteus mirabilis zmieszang z probka ptynu,
w ktorym byt zawieszony HuNoV.
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Rycina S58. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka Escherichia coli zmieszana z probka ptynu,
w ktorym byt zawieszony HuNoV.
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Rycina S59. Przyktadowy wykres dla testu z natozong probka Salmonella spp. zmieszang z probka ptynu, w
ktérym byl zawieszony HuNoV.
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Rycina S60. Przyktadowy wykres dla testu z natozona probka Yersinia enterocolitica ze zmieszang probka
ptynu, w ktorym byt zawieszony HuNoV.
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Rycina S61. Przyktadowy wykres dla testu z natozona probka Klebsiella pneumoniae ze zmieszang probka
plynu, w ktérym byt zawieszony HuNoV.

Zwalidowany test zostal wdrozony do oferty firmy Food4Future Technologies (Ryc. S62).
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Przed jakimi patogenami chorobotwérczymi
mozesz uchroni¢ swoja farme dzigki testom
Fish Farm Solutions?

i B

Patogeny wykrywane u fososi: Patogeny wykrywane u krewetek: Patogeny wykrywane u ostryg:
= Alfawirus fesosiowatych (Salmanid alphavirus, » Wirus zespohu bistych plam (White Spat = Morowirus wywolajacy zapalenie doladia i jelit
podtypy SAVZ | SAVI) powodujacy cherobe Syradionme Virus, WSSV u ludzi (Merowirus, M)

wrzusthi ryb lososiowatych

= Wirus zespedu Taura (Taura Syndrede Virus,
= Wirus zakakne) anemii iosesia (Infectious TSV
salimon anemea virus, 154Y)

»  Zakatry wirus podsksrmy | hematopoetyd sy
- Ortoreowirus rybi (Pecine erthoreavirus, PRV) [Infectious Hypedermal and Hematopaietic
wywolujacy zapalenie misdnia sercowego Wirus, IHHNW)
i migdns sxkielatowych (HSMI)

= Wirus kreotecene posocenicy (Vieal
= Wirus zapalersa migdnia sercowego (Fiscine haemerhagic septicaemia vires, WVHSV)
myecarditis wirus, PMOV)
- Bakteria Wibrio parahasmalytious wywetujaoe
= Wirus krwotocene) posocenicy (Viral ostry marbwice watrebotrzusthi (Acute
haemorhage septicaemia virus, VHSV) Hepatopancreatic Necrosis Disease, AHPND)
= Atypowa baktesia Asrormonas salmomicids i
Zamdw testy
Zamow testy

Rycina S62. Asortyment marki Fish Farm Solutions (zrzut ekranu z strony https://fishfarmsolutions.eu/ z
dnia 07.06.2024 ).
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