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1. WYKAZ SKRÓTÓW  

ADC – przetwornik analogowo-cyfrowy (analog-to-digital converter) 

AuE – złota elektroda 

BSA – surowica bydlęca (bovine serum albumin) 

CAT – katalaza (catalase) 

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

Prevention) 

CE – elektroda zliczająca (counter electrode) 

CFU – jednostka określająca liczbę mikroorganizmów lub komórek 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 – różnicowa woltamperometria pulsowa (differential pulse voltammetry) 

DSP – cyfrowe przetwarzanie sygnałów (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 rozdzielczości (high-definition multimedia 

interface) 

HuNoV – ludzkie szczepy norowirusa (human norovirus) 

IC – immunochromatografia 
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kb – kilobajt 

LAMP – amplifikacja izotermiczna za pośrednictwem pętli (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 – sól fizjologiczna buforowana fosforanami (phosphate buffered saline) 

RAW – linia komórkowa mysich makrofagów 

RE – elektroda odniesienia (reference electrode) 

RT-PCR –reakcja łańcuchowa polimerazy z odwrotną transkrypcją w czasie rzeczywistym 

(reverse-transcription polymerase chain reaction) 

RT-qPCR – ilościowa reakcja łańcuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym 

(quantitative reverse transcription polymerase chain reaction) 

SAM – monowarstwa samoorganizująca się 

SEM – skaningowy mikroskop elektronowy (scanning electron microscope) 

SOD – dysmutaza ponadtlenkowa (superoxide dismutase) 

TAC – całkowita pojemność antyoksydacyjna (total antioxidative capacity) 

TCID₅₀ – dawka zakaźna dla 50% komórek hodowli tkankowej (tissue culture infectious 

dose 50) 

TOS – całkowity status oksydacyjny (total oxidative status) 

TPC – całkowita zawartość związków fenolowych (total phenolic content) 

WB – metoda Western Blot stosowana w biologii molekularnej 

WEn– elektroda pracująca (working electrode)  
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2. WSTĘP 

Norowirusy (NoVs) stanowią jeden z głównych czynników etiologicznych zapalenia 

żołądka i jelit wśród dorosłych i dzieci na świecie [1]. Szacuje sie, że globalnie, co roku, 

wirusy te powodują 685 milionów zachorowań oraz 210 000 zgonów [1, 2]. Straty 

ekonomiczne spowodowane infekcjami tym wirusem sięgają w Stanach Zjednoczonych 

4,2 miliarda USD, a straty społeczno-gospodarcze tego kraju wynoszą 60,3 miliarda USD 

rocznie [3]. Szacuje się, że dzieci przed ukończeniem drugiego roku życia przechodzą co 

najmniej jedną infekcję wywołaną tymi patogenami [1, 4]. Wielu chorych nie wykazuje 

objawów klinicznych, jednak wydala wirusa drogą fekalną. W badaniach 

przeprowadzonych wśród dzieci bez objawów klinicznych, odsetek siewców z kałem 

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

Ogniska infekcji norowirusem notowane są głównie w miejscach o dużym zagęszczeniu 

dzieci i osób dorosłych, takich jak żłobki, przedszkola, szkoły, sale zabaw, domy starości, 

szpitale, bazy wojskowe czy statki wycieczkowe [11]. Szczepy NoVs chorobotwórcze dla 

ludzi (HuNoV) są transmitowane głównie drogą oralno-fekalną poprzez zanieczyszczoną 

kałem lub wymiocinami żywność, wodę oraz powierzchnie [4, 12-14]. Kontaminacja 

żywności może wystąpić na różnych etapach produkcji, począwszy od przetwarzania 

produktu, do przygotowania dania docelowego [15]. Najczęściej źródłem zakażenia są 

produkty świeże i nietrwałe np.: owoce morza (ostrygi, krewetki), jak owoce i warzywa, 

takie jak winogrona, truskawki, maliny, borówki czy sałata rzymska [16-19]. 

Objawy zakażenia HuNoVs u ludzi obejmują zazwyczaj biegunkę, wymioty, nudności, 

bóle brzucha, gorączkę, apatię i odwodnienie, utratę apetytu, rzadziej pojawiają się 

dreszcze [20, 21]. Infekcje mogą być związane również z stanami neurologicznymi, takimi 

jak ostre zapalenie mózgu, które może skutkować encefalopatią, dezorientacją, bólami 

głowy, a w niektórych przypadkach, nawet drgawkami [22]. Objawy najczęściej ustępują 

po 72 godzinach, w ciężkich przypadkach mogą jednak prowadzić do skrajnego 

odwodnienia, którego konsekwencją może być zgon pacjenta [23].  

Jak dotąd opracowano jedynie leczenie objawowe, niemniej jednak istnieją naturalne 

środki roślinne, takie jak kwiatostan ketmii szczawiowej (Hibiscus sabdariffa L.), nasiona 

pieprzowca uzbrojonego (Zanthoxylum armatum DC.), liście linderii trójklapowej 

(Lindera obtusiloba Siebold & Zucc.) [24] czy nasiona czarnej maliny (Rubus coreanus 

Miq.), wykazujące właściwości przeciwnorowirusowe [25].  
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2.1. Przypadki infekcji wywołanej norowirusami 

Jak wynika z systematycznego przeglądu literatury przeprowadzonego w 2008 przez 

Patela i wsp. [26], norowirusy są odpowiedzialne za znaczną liczbę przypadków biegunek 

wymagających hospitalizacji i wizyt klinicznych, a także za zgony wśród małych dzieci. 

Szacuje się, że każdego roku w krajach rozwiniętych, z powodu biegunki wywołanej 

patogenem, dochodzi do około 64 000 hospitalizacji i 900 000 wizyt w klinikach wśród 

osób nieletnich. W krajach rozwijających się, szacunkowo 200 000 zgonów wśród osób 

poniżej piątego roku życia przypisuje się temu czynnikowi zakaźnemu [26].  

Zakażenia HuNoVs wywoływane są przez grupy genetyczne GII (głównie GII.4), GI oraz, 

w bardzo ograniczonym stopniu, GIV [27-29]. Ponadto u około 22% ludzi wykryto 

przeciwciała przeciwko grupie genetycznej GIII (bydlęcy NoV), a u 22,6% lekarzy 

weterynarii zajmujących się małymi zwierzętami, wykryto wirusy należące do GVI (NoV 

patogenny dla psów) [29]. W badaniach serologicznych w kierunku bydlęcego norowirusa, 

przeprowadzonych przez Widdowson i wsp. w Holandii [30], przeciwciała wykryto u 840 

osób, w tym u 210 lekarzy weterynarii. Z kolei wśród fińskich dzieci monitorowanych w 

ramach badań nad szczepionką przeciwko rotawirusom, kaliciwirusy (norowirusy, 

sapporowirusy) zostały wyizolowane u 20% członków grupy placebo (bez podaży 

szczepionki) oraz u 22% zaszczepionych pacjentów [31]. Badania przeprowadzone w 

Tajlandii [32], Malawi [33], Chile [34] i Indiach [35] potwierdziły, że patogen jest jedną z 

najczęstszych przyczyn zapalenia żołądka i jelit lub jest wymieniany jako drugi w 

kolejności po rotawirusach. Co więcej, pięcioletnie obserwacje przeprowadzone w 

Melbourne (Australia) przez Kirkwood i wsp. wykazały, że wśród dzieci poniżej piątego 

roku życia częstość zakażenia ludzkim kaliciwirusem wynosiła 9,2% (113/1233). Aż 95% 

tych przypadków spowodowanych było zakażeniami NoVs, za pozostałe 5% odpowiadały 

sapporowirusy [36].  

U dzieci często występują bezobjawowe infekcje wirusem. Tego typu zakażenia, 

połączone z wydalaniem patogenu z kałem, opisano w badaniach przeprowadzonych w 

Ameryce Środkowej w Leon (Nikaragua), w których 19 ze 163 (11,7%) małoletnich 

okazało się siewcami wirusa [5]. Z kolei w okolicach miasta Meksyk (Meksyk), NoV 

wykryto w próbkach kału u 31 z 63 (49,2%) nieletnich [6]. W środkowej Brazylii w ciągu 

dwóch lat, u 37,5% dzieci w wieku przedszkolnym odnotowano co najmniej jeden epizod 

bezobjawowej infekcji norowirusem [7]. W badaniach przeprowadzonych w Burkina Faso 
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(Afryka Zachodnia), patogen był wykrywany w próbkach kału młodszych pacjentów 

zarówno bezobjawowych, jak i wykazujących objawy [37]. Podobne badaniaprowadzono 

również w krajach europejskich [8]. We Francji, u dzieci z różnymi dziedzicznymi 

niedoborami odporności, bezobjawowe infekcje obserwowano u około 11,6% [37]. W 

Wielkiej Brytanii, do projektu włączono 2205 osób. U tych pacjentów subkliniczna 

infekcja norowirusowa rozwinęła się w361 przypadkach, a najwyższy odsetek zachorowań 

występował u dzieci poniżej piątego roku życia [10]. Zakażenia występujące podczas 

epidemii wywołanych szczepami GII.4 mogą prowadzić do poważnych konsekwencji oraz 

śmierci [39]. Ponadto, zaawansowany wiek pacjenta stanowi dodatkowy, istotny czynnik 

ryzyka zgonu [40].  

W badaniach Esposito i wsp. [41], przeprowadzonych we Włoszech w okresie od września 

2012 do września 2013, NoV GII.4 został wykryty w 3 z 562 (0,5%) próbek pobranych z 

nosogardzieli hospitalizowanych dzieci i nastolatków, wykazujących objawy 

grypopodobne. U każdego z tych pacjentów, przed infekcją oddechową, wystąpiły typowe 

objawy zakażenia norowirusem [41]. Patogen ten został wykryty również w aspiratach z 

tchawicy dwóch wcześniaków z infekcją jelitową NoV [42].  

Centrum Kontroli i Zapobiegania Chorobom (Centers for Disease Control and Prevention, 

CDC), Stany Zjednoczone Ameryki Północnej) szacuje, że co roku NoV jest 

odpowiedzialny za 21 milionów (60%) przypadków ostrego zapalenia żołądka i jelit w 

Stanach Zjednoczonych [43]. Systematyczny przegląd wszystkich raportów dotyczących 

NoV wykazał, że od 5% do 31% przypadków zapalenia żołądka i jelit u pacjentów 

hospitalizowanych oraz 5% do 36% przypadków zgłoszonych w ambulatorium jest 

spowodowanych infekcją tym wirusem, wykrytym metodą reakcji łańcuchowej 

polimerazy z odwrotną transkrypcją (RT-PCR). CDC ocenia również, że w Stanach 

Zjednoczonych, co roku NoV jest przyczyną 400 000 wizyt na oddziałach ratunkowych i 

71 000 hospitalizacji. Niemniej jednak nie wszystkie przypadki zostają zgłoszone w 

odpowiednich instytucjach [44].  

NoV jest odpowiedzialny za zakażenia na oddziałach szpitalnych oraz w domach opieki 

[45]. Epidemie w zamkniętych przestrzeniach mogą stanowić wyzwanie logistyczne, 

zarówno pod względem wyeliminowania źródła infekcji, jak i finansowego obciążenia dla 

placówek służby zdrowia [46].  
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2.2. Przyczyny infekcji norowirusowych 

Na zakażenia norowirusami podatni są ludzie we wszystkich grupach wiekowych, ale 

wyższe wskaźniki zarówno zachorowalności, jak i umieralności obserwuje się w grupie 

dzieci i osób starszych. Droga fekalno-oralna odpowiada za główną transmisję patogenu, 

chociaż opisano również kilka innych dróg zakażenia, takich jak droga kropelkowa [47, 

48], pokarmowa poprzez żywność, wodę i kontaminację środowiska [15].  

Kaplan i wsp. jako pierwsi opisali infekcję NoV wywołaną zanieczyszczoną wodą. 

Wybuch zakażeń miał miejsce w Gruzji w 1982 roku, a epidemia dotknęła około 1500 

osób, co potwierdzono w badaniach serologicznych [45]. W późniejszych epidemiach 

ogniska zakażeń wiązano z rozmaitymi źródłami wody: miejskiej, pitnej, a także z 

wykorzystywaną do celów rekreacyjnych, takich jak rafting i pływanie [13, 49-54]. Choć 

przypuszcza się, że większość zanieczyszczeń wody związana jest z odprowadzaniem 

ścieków do rzek, strumieni i innych zbiorników wodnych, naturalne występowanie 

patogenu w systemach wodnych nie zostało w pełni zbadane i potwierdzone. Istnieje wiele 

trudności, wynikających głównie z powodu ograniczeń w testowaniu różnych źródeł 

środowiskowych, związanych z charakterystyką rozprzestrzeniania się wirusa w 

środowisku. Małże, szczególnie ostrygi, ale również inne skorupiaki, często pełnią istotną 

rolę w transmisji zanieczyszczeń wody w środowisku oraz wywoływaniu epidemii 

związanych z żywnością, z uwagi na możliwość przenoszenia wirusów i 

mikroorganizmów chorobotwórczych [55]. Pomimo oczyszczania ścieków 

udokumentowano w nich obecność norowirusa, a jego najwyższe stężenia odnotowywano 

w miesiącach jesienno-zimowych. Istnieje kilka różnych metod eliminacji NoV z wody, 

takich jak użycie basenów do stabilizacji ścieków, stosowanie osadu czynnego, 

wykorzystanie bioreaktorów membranowych lub substancji chemicznych [56-59]. Mimo 

stosowania wyżej wymienionych metod dochodzi do epidemii, a w kilku przypadkach ich 

przyczyna związana była z niewystarczającym chlorowaniem wody [59].  

Transmisja NoV z żywnością może odbywać się na dwa sposoby: poprzez skażenie 

surowca w miejscu zbiorów (takich jak: pola uprawne, stanowiska połowu owoców morza) 

oraz podczas jego bezpośredniej obróbki przed podaniem. Analiza kilkuset zgłoszonych 

przypadków infekcji norowirusowych wykazała, że najwięcej (54%) zachorowań wiąże 

się z zanieczyszczeniem wirusem miejsc zbiorów (362/666), natomiast epidemie, których 

źródłem były placówki gastronomiczne, stanowiły 35% (294/830). W latach 1991–2000 
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liczba zgłoszonych w USA ognisk, związanych z chorobami przenoszonymi przez 

żywność ulegała wahaniom. Najmniejszą (411) ilość przypadków odnotowano w 1992, 

podczas gdy największą (1414) w roku 2000. W 1998 r. w USA, według CDC, około 18% 

wszystkich ognisk chorób związanych z ostrą biegunką spowodowanych było 

norowirusami. W ramach badań przesiewowych w kierunku NoV, przeprowadzonych w 

latach 1998 - 2000 również w Stanach Zjednoczonych, przetestowano 4072 osoby 

wykazujące objawy infekcji gastroenterologicznych. Szczegółowo udokumentowano 1216 

przypadków, z czego 136 zidentyfikowano jako związane z norowirusem, 173 z podłożem 

bakteryjnym, a u pozostałych 907 pacjentów nie określono przyczyny [15,60].  

Owoce, warzywa i skorupiaki, a także kanapki, sałatki czy inne posiłki zawierające tego 

typu składniki, mogą stanowić źródło NoV, ponieważ często spożywane są na surowo lub 

bez obróbki termicznej, co zwiększa ryzyko infekcji [16, 18, 61-67]. Potwierdzają to 

badania Hall i wsp. [67], w których surowa żywność stanowiła źródło infekcji w 56% z 

analizowanych 76 ognisk wywołanych przez norowirusa, w porównaniu z 19% 

przypadków z 124 ognisk bakteryjnych i 28% z 408 ognisk o nieznanej etiologii [67]. W 

przypadku dań mięsnych, których konsumpcja skutkowała ostrą biegunką, NoV 

wykrywano znacznie rzadziej (11% przypadków) niż bakterie (44%). Odsetek zakażeń o 

nieznanej etiologii był w tego typu infekcjach również znacznie wyższy (34%). W 

przypadku zakażeń wśród pracowników zajmujących się handlem żywnością, częściej 

dochodziło do infekcji norowirusowych (48%), niż bakteryjnych (20%) lub zakażeń o 

nieustalonej przyczynie [61]. Zanieczyszczenie żywności wirusem wiąże się najczęściej z 

brakiem higieny podczas przygotowywania posiłków i kontaktem osób chorych z 

pokarmem [68].  

Udokumentowane ogniska NoV w restauracjach, stołówkach oraz wśród konsumentów 

produktów firm cateringowych wykazały, że ich wielkość wahała się od kilku 

pojedynczych przypadków do dużych epidemii [69]. Przykładowo na terenie USA w 2000, 

wirus został wykryty u 32 z 59 sprzedawców sieci salonów samochodowych, 

pochodzących z ośmiu stanów. Infekcje te były spowodowane spożyciem sałatek 

serwowanych w trakcie bankietu firmowego. Dodatkowo u dwóch spośród 15 

pracowników firmy cateringowej dostarczającej posiłki, odnotowano podwyższone 

stężenie przeciwciał przeciwko NoV [70]. 
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2.3. Straty ekonomiczne 

Na całym świecie epidemie zakażeń norowirusowych wiążą się ze znacznymi 

obciążeniami finansowymi, obejmującymi koszty opieki zdrowotnej, utratę 

produktywności i skutki społeczne [71-74]. W samych tylko Stanach Zjednoczonych 

zakażenia generują rocznie około 5,5 miliarda dolarów kosztów, związanych zarówno z 

bezpośrednimi wydatkami medycznymi, jak i utratą produktywności [72], w skład których 

wchodzą straty związane z zakłóceniami w świadczeniu usług, dezynfekcją i procedurami 

kwarantanny [73, 74]. Dodatkowo epidemie NoV mogą prowadzić do zamknięcia szkół, 

oddziałów szpitalnych i punktów gastronomicznych, co pogłębia negatywne skutki 

gospodarcze [75]. Analiza strat ekonomicznych związanych z zakażeniami norowirusem 

na przestrzeni lat i w różnych krajach wskazuje, że globalnie wirus ten generuje rocznie 

koszty w wysokości 4,2 miliarda dolarów w bezpośrednich kosztach opieki zdrowotnej i 

60,3 miliarda dolarów w kosztach społecznych [76], co ma znaczący wpływ na gospodarkę 

światową. W Stanach Zjednoczonych NoV jest rocznie przyczyną około 570-800 zgonów; 

1,7-1,9 miliona wizyt ambulatoryjnych i 19-21 milionów zachorowań, co przekłada się na 

istotne straty ekonomiczne [77]. Ponadto kraje posiadające wysokie wpływy do budżetu, 

ponoszą 62% globalnych kosztów opieki zdrowotnej związanych z patogenem, pomimo 

że ich wskaźniki zachorowalności są podobne do krajów o niskim i średnim dochodzie [3].  

2.4. Patogeneza zakażeń norowirusowych 

Patogeneza zakażeń norowirusem jest złożona [67]. Wirus atakuje komórki nabłonka 

enteroendokrynnego w jelicie cienkim, co wskazuje na jego tropizm do tych komórek [56]. 

Oprócz tego NoVs replikują się w komórkach dendrytycznych i makrofagach, co może 

przyczyniać się do rozwoju choroby wskutek dostępu wirusa do podnabłonkowych 

obszarów jelita [78]. W zakażonych komórkach patogen doprowadza do apoptozy [79]. 

Ponadto wykazuje zdolność do modulowania odpowiedzi immunologicznej, jak również 

unikania mechanizmów obronnych gospodarza [80]. 

2.5. Morfologia norowirusów 

NoVs należą do rodziny Caliciviridae i są sklasyfikowane w 10 genogrupach (GI-GX), 

które obejmują co najmniej 49 genotypów. Ludzkie szczepy należą do genogrupy I, II i 

IV, podczas gdy mysie do V. Wirusy te nie posiadają otoczki lipidowej, a ich średnica 

wynosi około 27 nm. Genom HuNoV składa się z jednoniciowego liniowego, dodatniego 
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RNA o długości około 7,7 kb i trzech otwartych ramek odczytu (ORF1, ORF2, ORF3), 

które kodują łącznie 6 białek wirusowych [81]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 1. Mysi norowirus (MNV), transmisyjny mikroskop elektronowy. Zdjęcie mgr Paulina Janicka, 

Polska Akademia Nauk. 

ORF1 koduje poliproteinę, z której następnie powstają białka niestrukturalne, takie jak 

p48, NTPase, p22, NPg, Pro, Pol. Białka te odgrywają kluczową rolę w replikacji wirusa i 

patogenezie infekcji wywołanej norowirusem. ORF2 koduje białka tworzące kapsyd 

wirusa, a jednym z kluczowych białek kodowanych przez ORF2 jest białko VP1. ORF3, 

zlokalizowana na końcu 3' genomu, koduje białko VP2, które najprawdopodobniej jest 

odpowiedzialne za przyłączanie się do komórek gospodarza, modulację odpowiedzi 

immunologicznej, montaż oraz stabilność kapsydu [82]. MNV posiada dodatkową ramkę 

odczytu, która koduje białko znane jako czynnik wirulencji - VF1 [83].  

2.6. Historia badań nad norowirusami 

W 1968 w Norwalk (USA) u niemal połowy uczniów szkoły podstawowej odnotowano 

następujące objawy: nudności (98%), wymioty (92%), ból brzucha (58%) i biegunkę 

(38%). 32% pacjentów wtórnie zakaziło członków swoich rodzin. Choroba trwała 24 

godziny i we wszystkich przypadkach kończyła się całkowitym ustąpieniem objawów. W 

tamtym czasie nie udało się ustalić przyczyny wybuchu epidemii, jednakże od chorych 
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osób pobrano wymazy z prostnicy, a materiał ten, po odpowiednim przygotowaniu, podano 

zdrowym dorosłym mężczyznom w więzieniu Maryland House of Correction w Jessup 

(Maryland, USA). Badania na ochotnikach dostarczyły dokładnego obrazu objawów 

infekcji norowirusowej, chociaż czynnik etiologiczny w dalszym ciągu pozostawał 

nieznany. W 1972 Albert Kapikian wykonał pierwsze zdjęcia obrazu spod mikroskopu 

elektronowego archiwalnych próbek kału z 1968, co dało podstawy do identyfikacji 

wirusa, któremu nadano nazwę “wirus Norwalk” [84]. W 2002 r. nazwa “norowirus” 

została zatwierdzona przez Międzynarodowy Komitet Taksonomii Wirusów [85]. 

W 2002 r. u myszy (RAG)/STAT1 -/- (model myszy z niedoborami odporności) odkryty 

został mysi norowirus (MNV). Okazało się, że wirus ten efektywnie replikuje się w 

komórkach mysiej linii komórkowej makrofagów RAW264.7 [84]. Z racji tego. że 

hodowla in vitro ludzkiego norowirusa jest niezwykle skomplikowana i wymaga użycia 

zaawansowanych technik, mysi norowirus stał się wirusem modelowym, alternatywnym i 

powszechnie wykorzystywanym do badań nad replikacją i patogenezą ludzkich 

norowirusów oraz prac nad szczepionkami. W licznych badaniach MNV autorzy [86-88]. 

wykorzystywali różne szczepy myszy. Z uwagi na porównywalną podatność myszy 

C57Bl/6 i Balb/c, w badaniach własnych zdecydowano się na użycie tego pierwszego 

szczepu [89]. 

2.7. Testy do wykrywania norowirusów 

Szybkie i czułe wykrywanie norowirusa jest głównym wyzwaniem w walce z ogniskami 

epidemiologicznymi. Obecnie próbki biologiczne są analizowane głównie za pomocą 

technik wykrywających materiał genetyczny, takich jak badanie RT-PCR. Jest to jednak 

metoda wymagająca drogiego sprzętu, długiego czasu oczekiwania na wynik (ponad 24 

godz.), ponadto musi być obsługiwana przez wykwalifikowany personel. Biosensory w 

tym kontekście stanowią obiecującą alternatywę dla klasycznych technik badawczych. 

Należą one do grupy sensorów chemicznych i charakteryzują się wysoką czułością oraz 

selektywnością, dzięki obecności w warstwie receptorowej materiału aktywnego 

biologicznie (m.in. enzymu, przeciwciała) [90]. Poza warstwą receptorową w 

bioczujnikach nieodłącznym elementem jest również przetwornik, który odbiera 

fizykochemiczny sygnał wytworzony w warstwie receptorowej i konwertuje go na sygnał 

elektroniczny. Przyszłość biosensorów wiąże się z projektowaniem nowej generacji 

miniaturowych urządzeń diagnostycznych, znajdujących 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 komórek gospodarza i powoduje istotne zaburzenie 

równowagi w wewnątrzkomórkowych procesach i układach fizjologicznych, w tym w 

układzie redoks [92]. 

Stres oksydacyjny, wynikający z braku równowagi między układami antyoksydacyjnymi 

a toksycznymi reaktywnymi formami tlenu (ROS) [93], może być wywołany przez wiele 

różnych infekcji wirusowych, w tym wirus HIV 1, wirusy zapalenia wątroby typu B, C i 

D, wirusy opryszczki, oraz patogeny układu oddechowego, takie jak koronawirusy [94]. 

Jednakże stres oksydacyjny i wytwarzanie ROS są niezbędne dla wielu funkcji 

biologicznych i fizjologicznych. Stężenie ROS uruchamia enzymatyczne układy 

antyoksydacyjne, takie jak dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, MnSOD), peroksydaza 

glutationowa (GPx), reduktaza glutationowa (GR), katalaza (CAT), uważane za główne 

markery stresu oksydacyjnego, oraz nieenzymatyczne układy antyoksydacyjne, w tym 

całkowite nasycenie oksydacyjne (TOS), całkowita zdolność przeciwutleniająca (TAC) i 

dialdehyd malonowy (MDA) [95]. 

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), wraz z jej izoformami, np. MnSOD, jest jednym z 

głównych enzymów antyoksydacyjnych neutralizujących jony ponadtlenkowe [96]. 

Katalizuje głównie konwersję rodników ponadtlenkowych (O2·−) do nadtlenku wodoru 

(H2O2), który następnie jest przekształcany w H2O przez GPx i CAT [97]. Stres 

oksydacyjny spowodowany brakiem równowagi w markerach utleniacz/przeciwutleniacz, 

zakłócenie endogennych układów antyoksydacyjnych można określić ilościowo za 

pomocą całkowitej pojemności antyoksydacyjnej (TAC) i całkowitego statusu 

oksydacyjnego (TOS) [98] oraz stężenia MDA, które jest uważane za marker stresu 

oksydacyjnego, dokładniej peroksydacji lipidów rozumianej jako uszkodzenie lipidów 

spowodowane przez ROS [99]. 

Infekcje wirusowe są jedną z głównych przyczyn globalnych problemów zdrowotnych 

[100]. Zrozumienie odpowiednich mechanizmów antyoksydacyjnych i związku między 

infekcją wirusową a stresem oksydacyjnym może odegrać kluczową rolę w zrozumieniu 

patogenezy wirusa i identyfikacji potencjalnych celów terapeutycznych, zwłaszcza że 

terapie przeciwwirusowe są często niedostępne. Dlatego zamiast działać bezpośrednio na 
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wirusa, skutki infekcji można złagodzić, stosując terapię ograniczającą skutki stresu 

oksydacyjnego. 

2.9. Wyciągi roślinne wykorzystywane w walce z norowirusami 

Pomimo wielu przypadków hospitalizacji lub/i zgonów w wyniku infekcji 

norowirusowych, nie ma dostępnych żadnych zatwierdzonych leków przeciwwirusowych 

ani licencjonowanych szczepionek, a stosuje się jedynie leczenie objawowe [81]. Obecnie 

pacjenci coraz częściej zwracają się ku naturalnym związkom, które mogą znacznie 

skrócić czas trwania choroby lub nawet jej zapobiec [101]. Fitoskładniki wykazują silne 

właściwości przeciwutleniające, wynikające z obecności polifenoli lub flawonoidów. 

Związki te regulują poziom reaktywnych form tlenu (ROS) i wpływają na układ 

antyoksydacyjny organizmu, tworząc barierę obronną przed szkodnikami, grzybami czy 

mikroorganizmami chorobotwórczymi [102]. Oprócz wzmacniania układu 

odpornościowego, fitoskładniki mogą bezpośrednio wykazywać działanie wirusobójcze, a 

szczególnie cenne wydają się preparaty łączące 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), jeżówka purpurowa (Echinacea purpurea L.), cynamon 

(Cinnamomum verum J. Presl) i czosnek (Allium sativum L.) mają szerokie spektrum 

właściwości prozdrowotnych i aromatycznych, a ich zastosowanie w farmakologii wynika 

z biologicznych możliwości zawartych w nim składników chemicznych oraz 

holistycznego działania. Wykazują silne działanie bakteriobójcze względem licznych 

bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, w tym szczepów antybiotykoopornych [104]. 

W literaturze szeroko opisano właściwości antybiotykowe, przeciwwirusowe, 

przeciwgrzybicze i przeciwpasożytnicze omawianych surowców, a także ich preparatów 

wodnych i ekstraktów alkoholowych [105-129]. Ostatnia dekada to rozwój technik 

warzenia piwa na zimno. Badania wykazują, że warzenie na zimno chroni fenolowy 

pierścień aromatyczny, dzięki czemu pozwala na otrzymanie większej ilości związków 

kwasu fenolowego z różnych surowców roślinnych [130]. Pozwala także na uwolnienie 

lub rozpuszczenie niektórych substancji aktywnych bez ich rozkładu i degradacji. Wydaje 

się, że techniki zatężania na zimno zwiększają skuteczność ekstraktów roślinnych w walce 

z wirusami [131]. 
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3. CELE BADAWCZE DOKTORATU 

Rozprawa doktorska obejmuje trzy cele badawcze: 

1. Ocenę wpływu norowirusa na organizm zwierzęcia modelowego poprzez ocenę 

wpływu zakażenia MNV na zmiany histopatologiczne u myszy szczepu C56B1/6J 

oraz markery stresu oksydacyjnego, w szczególności na:  

a. antyoksydacyjne układy enzymatyczne:  

aktywność dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT), peroksydazy 

glutationowej (GPx), reduktazy glutationowej (GR) w wybranych tkankach myszy 

C56B1/6J poddanych infekcji wirusem MNV 

b. antyoksydacyjne układy nieenzymatyczne: 

całkowity statusu oksydacyjny (TOS), całkowitą pojemność antyoksydacyjną (TAC), 

stężenie dialdehydu malonowego (MDA) w wybranych tkankach myszy C56B1/6J 

poddanych infekcji wirusem MNV. 

2. Opracowanie prototypu sprzętu diagnostycznego w postaci szybkich testów 

antygenowych do powszechnego użytku. 

3. Badanie skuteczności wirusobójczej wyciągów roślinnych i surowców 

pochodzenia naturalnego. 
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4. MATERIAŁ I METODY  

4.1. Zezwolenia i oświadczenia etyczne 

Badania przeprowadzono na myszach szczepu C56B1/6J. Wszystkie procedury 

doświadczalne zostały zatwierdzone przez Lokalną Komisję Etyczną ds. Doświadczeń na 

Zwierzętach Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocławiu (022/2022). Podczas 

przeprowadzania badań przestrzegano wszystkich obowiązujących instytucjonalnych i 

krajowych wytycznych dotyczących opieki i wykorzystywania zwierząt do celów 

naukowych (Dyrektywa 2010/63/UE). Liczba myszy poddanych procedurze 

eksperymentalnej była zminimalizowana zgodnie z zasadami „3R” humanitarnego 

traktowania zwierząt doświadczalnych [132]. Wszystkie zwierzęta zostały poddane 

humanitarnej eutanazji z wykorzystaniem dyslokacji szyjnej. Przed procedurą, myszy 

zostały umieszczone w komorze indukcyjnej weterynaryjnego stanowiska do znieczulenia 

(Équipement Vétérinaire Minerve, Esternay, Francja). Przepływ izofluranu (Aerrane; 

Baxter, Warszawa, Polska) ustawiono na 2,5%. Dwie minuty po tym, jak myszy zostały w 

pełni premedykowane, zostały przeniesione na podkładki z maską inhalacyjną i 

kontynuowano podawanie środka znieczulającego. Z mocnym uściskiem, umieszczając 

palec wskazujący i kciuk bezpośrednio za czaszką, a drugą ręką chwytając ogon tuż przy 

podstawie ogon tuż u podstawy, jeden silny ruch doprowadzał do zwichnięcia kręgów 

szyjnych. Ciągnięcie było kontynuowane, dopóki czaszka nie została całkowicie 

odłączona od kręgosłupa. Za każdym razem oddychanie zatrzymywało się w ciągu kilku 

sekund od zwichnięcia. Przed rozpoczęciem procedury nekropsji, myszy były 

dekapitowane. 

4.2. Obiekt badań 

W eksperymencie wykorzystano myszy szczepu C56B1/6J sprowadzone do Centrum 

Inżynierii Genetycznej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocławiu z laboratorium 

Janvier Labs (Orleans, France). Czterotygodniowe tygodniowe myszy trzymano w 

plastikowych klatce (po 5 osobników) i w pełni kontrolowanych warunkach środowiska 

(12 h ciemność/ 12 h światło, 23 °C) z nieograniczonym dostępem do wody i pożywienia. 
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4.3. Projekt badania 

Celem wykonanych badań przeprowadzonych w niniejszej pracy było zbadanie określenie 

wpływu zakażenia MNV na stres oksydacyjny i zmiany histopatologiczne u myszy 

szczepu C56B1/6J.  

Materiał do badań stanowiły myszy zdrowe i zakażone norowirusem, które podzielono na 

4 grupy badawcze: 

I. Grupa kontrolna, myszy zdrowe (kontrola); 

II. Grupa 3 – myszy poddane eutanazji 3 dni po zakażeniu (3 dni); 

III. Grupa 4 – myszy poddane eutanazji 4 dni po zakażeniu (4 dni); 

IV. Grupa 7 – myszy poddane eutanazji 7 dni po zakażeniu (7 dni). 

Po 7 dniach aklimatyzacji do warunków laboratoryjnych zwierzęta losowo przydzielono 

do 4 grup doświadczalnych. 

W 8 dniu eksperymentu zwierzęta zakażano wirusem MNV (ATCC, Los Angeles, 

Kalifornia, USA, VR-1973), poprzez doustne podanie 50 l zawiesiny wirusa 

(100TCID50).  

Po 3, 4 i 7 dniach od zakażenia myszy poddawano eutanazji. Pobierano fragmenty 

narządów, tj. wycinki jelita cienkiego i grubego, trzustki, wątroby, serca, płuca, nerki oraz 

części mózgu (przodomózgowia, śródmózgowia), w celu zbadania stresu oksydacyjnego i 

zmian histopatologicznych wywołanych infekcją norowirusową. Aby potwierdzić 

infekcję, wykonywaano porównawczy test RT-PCR, test interferonu gamma oraz test 

neutralizacji wirusa u zakażonych osobników.  

Do badań histopatologicznych użyto 100 mg pobranych tkanek. Materiał utrwalono w 4% 

roztworze zbuforowanej formaliny przez 48 h, przemyto wodą, odwodniono i zatopiono w 

parafinie, a następnie zabarwiono hematoksyliną i eozyną. Skrawki o grubości 6 µm 

analizowano w mikroskopie świetlnym Nikon Eclipse 80i.  

W celu zbadania stresu oksydacyjnego od zakażonych i kontrolnych myszy pobierano 100 

mg mózgu, móżdżku, wątroby, płuc i nerek. Badane tkanki umieszczano w 1 ml 0,9 % 

NaCl i poddawano homogenizacji i sonikacji w 4 °C, a następnie natychmiast mrożono w 

ciekłym azocie i przechowywano do czasu analizy w temperaturze -80 °C. Stężenie białka 
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w tkankach oznaczano metodą Lowry'ego z albuminą osocza bydlęcego jako standardem 

[133]. 

4.4. Analiza markerów antyoksydacyjnych, całkowitej pojemności 

antyoksydacyjnej i markerów peroksydacji lipidów 

4.4.1. Aktywność dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) (EC 1.15.1.1) 

Aktywność SOD, MnSOD oznaczano metodą Oyanagui [134]. W tej metodzie oksydaza 

ksantynowa katalizuje wytwarzanie anionu ponadtlenkowego, który reaguje z 

hydroksyloaminą, tworząc jon nitrozowy. Ten ostatni w połączeniu z n-(1-

naftylo)etylenodiaminą i kwasem sulfanilowym daje kombinację kolorów, którą można 

zmierzyć spektrofotometrycznie. Aktywność SOD wyrażono w NU/mg białka, przy czym 

1 NU (jednostka azotanu) równa się 50% hamowania tworzenia jonów azotynowych. 

4.4.2. Aktywność katalazy (CAT) (EC 1.11.1.6)  

Aktywność CAT określano metodą Aebi [135]. W tej metodzie homogenat jest mieszany 

z perhydrolem w 50 mM buforze TRIS/HCl, pH 7,4, a reakcja jest rozpoczynana przez 

dodanie świeżo przygotowanego nadtlenku wodoru. Szybkość rozkładu nadtlenku wodoru 

nadtlenku wodoru można zmierzyć spektrofotometrycznie przy 240 nm. Aktywność CAT 

jest wyrażana jako jednostek na 1 g białka (IU/g białka). Aktywność CAT została 

określona przy użyciu metody Aebi [135] i wyrażona w jednostkach na 1 g białka (IU/g 

białka). 

4.4.3. Aktywność reduktazy glutationowej (GR) (EC 1.8.1.7) 

Aktywność GR określano metodą kinetyczną, która wyraża się w μmolach fosforanu 

dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADPH) zużytego w ciągu 1 minuty na 1 g 

białka (IU/g białka) dla ocenianych próbek [136]. Metoda ta opiera się na zmianach 

stężenia NADPH reagującego z utlenionym glutationem. Zmiany absorbancji przy 340 nm 

mierzono za pomocą czytnika PERKIN ELMER Victor X3 (PerkinElmer, Inc., Waltham, 

Massachusetts, Stany Zjednoczone). 

4.4.4. Aktywność peroksydazy glutationowej (GPx) ((EC 1.11.1.9) 

Aktywność GPx mierzono metodą kinetyczną według metody Mannervika [137], z 

nadtlenkiem t-butylu jako substratem. W tej reakcji utleniony glutation (GSSG) regeneruje 

się w obecności reduktazy glutationowej (GR) i NADPH. Aktywność GPx wyrażona jest 
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w μmolach NADPH utlenionego w ciągu 1 minuty na 1 mg białka (IU/mg białka) dla 

wybranych tkanek. 

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

Aktywność GST oszacowano za pomocą metody kinetycznej Habiga i Jakoby’ego [138]. 

Do próbek dodawano mieszaninę reakcyjną zawierającą zredukowany glutation. Po 

wstępnej stabilizacji dodawano 1-chloro-2,3-dinitrobenzen (w roztworze alkoholu 

etylowego) i monitorowano zmiany absorbancji za pomocą czytnika PERKIN ELMER 

Victor X3 przy długości fali 340 nm przez co najmniej 3 minuty. Aktywność GST 

wyrażano jako μmole tioeteru utworzonego w ciągu 1 minuty na 1 g białka (IU/g białka) 

[138]. 

4.4.6. Poziom całkowitej pojemność antyoksydacyjnej (TAC) 

Całkowitą pojemność antyoksydacyjną mierzono metodą Erela [139] W tej metodzie 

bezbarwna zredukowana cząsteczka ABTS (2,2′-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-

sulfonian) utlenia się do niebiesko-zielonego kationu ABTS+. Zmieszanie ABTS+ z 

dowolną substancją, która może być utleniona, powoduje redukcję ABTS+ do pierwotnej 

bezbarwnej formy. Całkowitą pojemność antyoksydacyjną wyrażono w mmol/l. 

4.4.7. Stężenie dialdehydu malonowego (MDA) 

Stężenie dialdehydu malonowego (MDA) mierzono metodą Ohkawy i wsp. [140] 

wykorzystującą reakcję z kwasem tiobarbiturowym. Stężenie MDA w osoczu obliczano 

względem krzywej wzorcowej przygotowanej z użyciem 1,1,3,3-tetraetoksypropanu i 

wyrażonej w µmol/l. 

4.5. Opracowanie prototypu sprzętu diagnostycznego w postaci szybkich 

testów antygenowych do detekcji norowirusów. Testy do powszechnego 

użytku.  

Przygotowanie biosensora wykorzystującego w warstwie receptorowej przeciwciała, 

składało się z wieloetapowej procedury. Do konstrukcji immunosensora wykorzystano 

elektrodę złotą zmodyfikowaną nanocząstkami złota i przeciwciało, które selektywnie 

wiąże się z białkiem na powierzchni wirusa. Wirion NoV budują 2 białka strukturalne VP1 

i VP2 oraz 6 białek niestrukturalnych. Białko VP1 oddziałuje m.in. w kontaktach 

dimerycznych, które zwiększają stabilność kapsydu i odgrywa istotną rolę w wiązaniu 

receptora jak i reaktywności immunologicznej, co przypuszczalnie jest związane z 
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podatnością organizmu na infekcje norowirusowe. Jest też białkiem usytuowanym na 

zewnątrz komórki, dzięki czemu łatwo może zostać związane z przeciwciałem – co 

stanowi podstawę do stwierdzenia obecności wirusa podczas konstrukcji bioczujnika (Ryc. 

2). 

 

 

Rycina 2. Budowa warstwy aktywnej bioczujnika. Szczegółowe informacje na temat budowy bioczujnika 

przedstawiono w Suplemencie. 

Elektrodę po każdym etapie przepłukiwano w buforze PBS oraz wodą dejonizowaną. W 

celu sprawdzenia prawidłowej modyfikacji kolejnymi związkami na powierzchni 

elektrody i wykonania stabilnej warstwy, po każdym etapie wykonywano zdjęcie 

skaningowym mikroskopem elektronowym (SEM), jak również oceniano dzięki 

zastosowaniu elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (EIS) i cyklicznej 

woltamperometrii (CV).  

Do badań używano próbek uzyskanych z fragmentów żywności (sałata lodowa, borówka 

amerykańska, maliny właściwej, i ostrygi (z Francji i Holandii)) o wymiarach 5 mm x 5 

mm, drobno krojono skalpelem i zawieszano w buforze pomiarowym. Bakterie (w stężeniu 

1,5 × 108 CFU) wywołujące objawy podobne do infekcji norowirusem (Enterococcus 

faecalis, Salmonella spp., Escherichia coli, Bacillus subtilis) uzyskane z Katedry Patologii 

Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocławiu, mieszano z wirusem w stosunku 1:1. Do 

izolacji materiału genetycznego używano komercyjnego zestawu Total RNA Maxi (A&A 

Biotechnology, Polska). Do przeprowadzenia RT-qPCR 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 norowirusów w próbkach 

biologicznych i środowiskowych 

Prototyp czujnika do szybkiego wykrywania norowirusów oraz test przygotowanego 

czujnika szczegółowo opisano w Suplemencie (podrozdział: Jednorazowy czujnik – test). 

Aby przełożyć funkcjonalność biosensora na możliwość odczytania i konwersji 

otrzymanych wyników do informacji czytelnej i jasnej dla użytkownika testu 

skonstruowano urządzenie zbierające pomiary o nazwie Aquanostic Reader. Urządzenie 

to pozwala na odczytanie wyników biosensora. Szczegółowe informacje na temat 

urządzenia zbierającego pomiary Aquanostic Reader przedstawiono w Suplemencie. 

Zasady działania testu przedstawiono w Suplemencie. 

4.5.1.1. Przygotowanie testu  

Procedura została opracowana na bazie w/w badań eksperymentalnych, gdzie 

potwierdzono wysoką stabilność i selektywność warstwy wykrywającej. Inkubacja testu 

przeprowadzona została na 7 z 8 złotych pól, z jednym polem pełniącym funkcję kontroli 

inkubacji testu. Szczegółowe informacje na temat całego procesu przygotowawczego 

przedstawiono w Suplemencie.  

4.5.1.2. Przygotowanie próbek kontroli pozytywnej i negatywnej do walidacji 

testu 

Opisane próbki, pochodzące z różnych źródeł, zostały przygotowane zgodnie z 

protokołem. Materiał żywnościowy, taki jak sałata lodowa (Lactuca sativa var. crispa L.), 

borówka amerykańska (Vaccinium corymbosum L.), malina właściwa (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 Wrocławiu, Polska. Ludzkiego norowirusa 

uzyskano z Małopolskiego Centrum Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellońskiego w 

Krakowie. 

Próbki potencjalnego materiału zakaźnego o wymiarach 2 mm x 2 mm rozdrobniono 

skalpelem i zawieszono w buforze pomiarowym 500 µl. Kontrolę pozytywną mieszano z 

100 µl norowirusa. Następnie przefiltrowano przez sitko komórkowe PluriStrainer Mini 

40 µm (PluriSelect cat. 43-10040-40, pluriSelect GmbH Feldafing, Niemcy) w celu 

usunięcia pozostałości tkankowych. Próbkę każdego patogenu wywołującego objawy 
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podobne do zakażenia NoV (Proteus mirabilis, Escherichia coli, Salmonella spp., Yersinia 

enterocolitica, Klebsiella pneumoniae) zbadano w stężeniu 1,5 × 108 CFU, a kontrola 

pozytywna została zmieszana z wirusem w stosunku objętościowym 1:1. Cały proces 

przygotowania próbek został przeprowadzony zgodnie z protokołem. 

4.5.1.3. Procedura pomiarowa 

Przeprowadzenie pomiaru:  

1. Włączenie komputera, aplikacji pomiarowej oraz podłączenie urządzenia 

Aquanostic Reader; 

2. Przygotowanie próbki; 

3. Nakropienie buforu na segment pomiarowy; 

4. Rozpoczęcie 5 pomiarów stabilizujących; 

5. Nałożenie próbki w 6 cyklach pomiarów; 

6. Analiza wyników – 4 cykle pomiarów; 

7. Zakończenie pomiarów i uzyskanie wyniku. 

Pomiary wykonano dla częstotliwości: 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 pomiarów 

użyto buforu Tris-HCl 100 mM, KCl 0,5 mM, K3Fe(CN)6 1 mM, K2Fe(CN)6 7,5 mM.  

4.5.2. RT-qPCR 

Do izolacji materiału genetycznego z próbek użytych w badaniu zastosowano zestaw Viral 

DNA/RNA (A&A Biotechnology, Polska). Do reakcji ilościowej polimerazy łańcuchowej 

(RT-qPCR) użyto termocyklera CFX Connect Bio-Rad. Do identyfikacji materiału 

genetycznego użyto zestawu SensiFAST™ Probe No-ROX One-Step (BIO-76005) 

(BLIRT, Polska). Zastosowano następujące startery i sondy, wybrane na podstawie 

literatury [142] i będące sekwencjami specyficznymi dla regionów kodujących białko 

kapsydowe VP1: 

Ludzki norowirus GI 

COG1-F CGYTGGATGCGNTTYCATGA 

COG1-R CTTAGACGCCATCATCATTYAC  

RING1 FAM-AGATCGCGGTCTCCTGTCCA 

Ludzki norowirus GII 

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-qPCR: 

10 min w 45 °C i 2 min w  95 °C; następnie 45 cykli po 5 s w 95 °C i 20 s w 55 °C. 

4.6. Przygotowanie wyciągów roślinnych i surowców pochodzenia naturalnego 

do oceny zdolności wirusobójczych i przeciwutleniających ekstraktów 

roślinnych 

Do oceny cech wirusobójczych i przeciwutleniających ekstraktów roślinnych, 

wykorzystano wyciągi roślinne 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), jeżówka purpurowa (Echinacea purpurea L.), cynamon (Cinnamomum 

verum J. Presl) i czosnek (Allium sativum L.), przygotowanych zgodnie z techniką 

zaparzania i zagęszczania na zimno. Zbadano ich właściwości przeciwwirusowe oraz 

zawartość związków fenolowych, flawonoidów i aktywność przeciwutleniającą, w celu 

potencjalnego zastosowania jako dodatku do konwencjonalnego leczenia objawowego w 

infekcjach norowirusowych. Ziarna kawy pochodziły z palarni kawy Etno Cafe (Wrocław, 

Polska). Pozostałe materiały roślinne pochodziły ze sklepu zielarsko-medycznego 

Herbavit (Herbavit, Wrocław, Polska) i zostały wysuszone w sposób konwekcyjny. 

Metoda ta polega na usuwaniu wilgoci z materiału roślinnego przy pomocy gorącego 

powietrza. Do przygotowania ekstraktów roślinnych zastosowano metodę parzenia i 

zagęszczania na zimno. 

Do zbadania zawartości związków fenolowych wykorzystano metodę Folina-Ciocalteu 

[143]. Redukcja stężenia kationorodnika ABTS+ posłużyła jako miara aktywności 

przeciwutleniającej. Zawartość flawonoidów zbadano przy pomocy metody chlorku glinu 

według Sembiring i wsp. [144]. 

Każdy oceniany ekstrakt roślinny został poddany testowi cytotoksyczności w 

rozcieńczeniach od 10-1 do 10-8, wraz ze związkami referencyjnymi – epikatechiną (EPI) i 
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kwasem kawoilochinowym (CQA). Cytotoksyczność została zbadana na linii komórkowej 

RAW 264.7. W tym celu usuwano płyn z dołków 96-dołkowej płytki, pokrytych 

komórkami hodowli. Następnie dodawano 50 µl DMEM (minimum essential medium) i 

50 µl roztworu MTT do każdego dołka. Płytkę inkubowano w 37 °C przez 3 h. Po tym 

czasie dodawano 150 µl rozpuszczalnika MTT do każdego z dołków, zawijano płytkę w 

folię i wytrząsano na wytrząsarce orbitalnej przez 15 min. Absorbancję odczytywano przy 

długości fali 590 nm w ciągu 1 h.  

4.7. Analiza statystyczna 

4.7.1. Analiza statystyczna parametrów antyoksydacyjnych 

Normalność rozkładów oceniano za pomocą testu Shapiro-Wilka. Do porównań w grupie 

badawczej i w grupach norowirusów w zależności od rodzaju tkanki wykorzystano analizę 

ANOVA Kruskala-Wallisa. W obrębie pojedynczej tkanki porównano grupę badaną z 

grupą kontrolną za pomocą testu U Manna-Whitneya. W opisie wykorzystano medianę 

(dolny-górny kwartyl) Me (Q1-Q3). Przeprowadzone testy miały charakter dwustronny, a 

poziom istotności przyjęto 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 ekstraktów wyciągów roślinnych o działaniu 

przeciwwirusowym 

Uzyskane dane poddano analizie statystycznej przeprowadzonej w programie Statistica 

13.0 (StatSoft Polska, Kraków, Polska). Wyniki przedstawiono jako średnie ± odchylenie 

standardowe (SD). Przeprowadzono jednoczynnikowa analizę wariancji, w której średnie 

z testu post-hoc porównano za pomocą testu Duncana. Poziom istotności przyjęto na 

poziomie p < 0,05.  

http://statistica.io/
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5. WYNIKI 

5.1. Analiza histopatologiczna 

U wszystkich badanych osobników uśmierconych po 3, 4 i 7 dniach od zakażenia 

norowirusem stwierdzono zmiany histopatologiczne w tkankach wątroby i tkance 

mózgowej (Ryc. 3-5) . U wybranych osobników z grup po 3, 4 i 7 dniach zmiany 

odnotowano w płucach i nerkach (Ryc. 6). W jelicie cienkim, grubym, trzustce i sercu u 

żadnego ze zwierząt nie obserwowano obrazu odbiegającego od obrazu w grupie 

kontrolnej. 

U zwierząt z grup po 3, 4 i 7 dniach od zakażenia, w obrębie naczyń wewnątrzzrazikowych 

wątroby i triad wątrobowych, w porównaniu do grupy kontrolnej, widoczne były 

limfocytarne nacieki okołonaczyniowe (Ryc. 3). W tkance wątroby tych zwierząt 

odnotowano hepatocyty dwujądrowe, które wskazują na zachodzące procesy naprawcze 

narządu (Ryc. 3).  

W tkance mózgowej grup po 3,4 i 7 dniach od zakażenia, nacieki zaobserwowano w 

naczyniach oponowych móżdżku i śródmózgowia, głównie w istocie białej (Ryc. 4.) 

Zauważono również gąbczaste zmiany istoty białej spowodowane obrzękiem móżdżku w 

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

W nerkach i płucach osobników zakażonych zaobserwowano niewielkie nacieki 

okołonaczyniowe. Uznano, że zmiany te nie są związane z infekcją norowirusem. 
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Rycina 3. Zmiany histopatologiczne w tkance wątroby myszy szczepu C56B1/6J poddanych infekcji 

norowirusowej (grupa kontrolna vs gr po 3, 4 i 7 dniach od zakażenia). Grupa kontrolna – prawidłowa 

struktura hepatocytów otaczających żyłę centralną (strzałka). Pow. 400×. Łagodny naciek limfocytów wokół 

naczynia krwionośnego (strzałka) po 3. (Pow. 400×) i 4. dniu. (Pow. 200×). Po 7. dniu naciek limfocytów w 

zrębie wątroby (strzałka). Pow. 400x.  
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Rycina 4. Zmiany histopatologiczne obserwowane w tkance śródmózgowia myszy szczepu C56B1/6J 

poddanych infekcji norowirusowej oraz w grupie kontrolnej. Grupa kontrolna – liczne naczynia krwionośne 

w śródmózgowiu (strzałka). Pow. 200×. Po 3. i 4. dobie okołonaczyniowy naciek limfocytów w istocie białej 

(strzałka). Pow. 400×. (D) po 7. dobie łagodny okołonaczyniowy naciek limfocytów w istocie białej 

(strzałka). Pow. 400×.   
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Rycina 5. Zmiany histopatologiczne w tkance móżdżku myszy szczepu C56B1/6J podanych infekcji 

norowirusem oraz w grupie kontrolnej. Grupa kontrolna — normalny obraz niezmienionej kory pokrytej 

gąbczastymi zmianami. Pow. 400×. W 3., 4. i 7. dobie okołonaczyniowy naciek limfocytów w istocie białej 

(strzałka). Pow. 400×. 
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Rycina 6. Zmiany histopatologiczne w tkance płuc i nerek myszy szczepu C56B1/6J podanych infekcji 

norowirusem oraz w grupie kontrolnej. Płuca: Naciek limfocytarny w grupie kontrolnej oraz w 3. dniu. 

Widoczna tkanka limforetikularna (strzałka) obok oskrzelików w grupie kontrolnej oraz w pęcherzykach 

płucnych w 3. dniu. Podobne zmiany stwierdzono u osobników z grup 3., 4. i 7. dniu. Pow. 100×. Nerki: 

naciek limfocytarny u zwierząt w 3., 4. i 7. dniu. W 4. dobie widoczny łagodny naciek limfocytów (strzałka) 

pod torebką nerki i pomiędzy kanalikami proksymalnymi. Podobne zmiany zaobserwowano w pozostałych 

okresach oraz w grupie kontrolnej. Dzień czwarty — Pow. 200×, siódmy — Pow. 400×. 
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5.2. Analiza parametrów antyoksydacyjnych 

Stwierdzono różnice istotne statystycznie w parametrach stresu oksydacyjnego takich jak 

aktywność SOD, MnSOD, GST, GPx, GR i CAT, poziom TAC i TOS oraz stężenie MDA. 

Badany materiał porównano pomiędzy grupą kontrolną oraz myszami zainfekowanymi 

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

W niniejszych badaniach stwierdzono wyższą aktywność SOD w tkance wątroby myszy 

kontrolnych w porównaniu do zakażonych norowirusem (Tabela I). Podobnie statystycznie 

istotne różnice wykazano w aktywności MnSOD, której wyższe wartości u myszy 

kontrolnych zaobserwowano w wątrobie, ale niższe w tkankach nerek. Dalsze porównania 

między zwierzętami w obu grupach w obrębie poszczególnych tkanek wykazały wyższą 

aktywność GR w mózgu, móżdżku i wątrobie myszy zakażonych norowirusem w 

porównaniu do myszy kontrolnych. Zaobserwowano też wyższą aktywność GR w 

tkankach płuc i nerek myszy kontrolnych w porównaniu do zakażonych, wyższą 

aktywność CAT w móżdżku, płucach i nerkach myszy zakażonych i zwiększoną 

aktywność CAT w wątrobie myszy kontrolnych (Tabela I). Porównując aktywność GPx w 

poszczególnych tkankach zwierząt kontrolnych i zwierząt zakażonych norowirusem 

(Tabela I), stwierdzono wyższą aktywność GPx w móżdżku i płucach myszy kontrolnych, 

a także w tkance wątroby myszy zakażonych norowirusem. Dodatkowo porównanie to 

ujawniło wyższą aktywność GST w wątrobie myszy zakażonych norowirusem (Tabela I). 

Ponadto zaobserwowano wyższy poziom TAC w tkance mózgowej, ale niższy poziom w 

móżdżku i tkankach wątroby myszy zakażonych norowirusem w porównaniu z myszami 

kontrolnymi. Zaobserwowano wyższe poziomy TOS w mózgu i wątrobie, ale niższe 

poziomy TOS w tkankach nerek myszy zakażonych norowirusem w porównaniu z grupą 

kontrolną. Wreszcie, stężenie MDA było wyższe w tkance wątroby myszy kontrolnych w 

porównaniu z myszami zakażonymi norowirusem. 



 

 

 

Tabela I. Poziomy markerów stresu oksydacyjnego w tkankach mózgu, móżdżku, wątroby, płuc i nerek pobranych od wszystkich myszy kontrolnych (n = 7) i myszy zakażonych 

MNV, uśmierconych 7 dni po podaniu wirusa (n = 7). Wyniki przedstawiono jako medianę z dolnym i górnym kwartylem (Me (Q1-Q3).  p – istotność statystyczna (p ≤ 0,05). 

Marker stresu 

oksydacyjnego 
Grupa Mózg Móżdżek Wątroba Płuca Nerka P 

SOD 

(NU/mg białka) 

kontrola 11,1 (9,0–14,1) 15 (11,6–18,9) 3,6 (3,3–4,8) 4,1 (2,5–5,7) 5,4 (4,8–6,8) < 0,001 

norowirus 12 (11,2–13,4) 15 (11,5–15,5) 2,7 (2,4–2,8) 4,9 (3,2–6,3) 5,9 (5,0–6,1) < 0,001 

p kontrola vs. 

norowirus 
0,443 0,443 < 0,01 0,523 0,701   

MnSOD 

(NU/mg białka) 

kontrola 3,1 (2,1–4,1) 2,5 (1,4–3,7) 2,4 (2,2–2,9) 2,6 (2,3–3,0) 1,9 (1,8–2,0) < 0,05 

norowirus 2,7 (2,6–3,0) 2,6 (2,3–2,8) 2 (1,9–2,2) 2,6 (2,2–2,8) 2,2 (2,1–2,4) < 0,01 

p kontrola vs. 

norowirus 
0,609 0,609 < 0,05 0,701 < 0,05   

GR 

(j.m./g białka) 

kontrola 
26,6 (25,7–

28,0) 

26,8 (24,9–

27,5) 
5,7 (5,4–7,4) 

13,5 (12,4–

15,9) 
1,8 (1,5–2,4) < 0,001 

norowirus 
15,4 (15,0–

17,8) 

21,9 (19,3–

22,6) 
0,3 (0,2–0,3) 

18,3 (17,8–

18,4) 
3,6 (2,6–4,7) < 0,001 

p kontrola vs. 

norowirus 
< 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 <0,05   

CAT 

(j.m./g białka) 

kontrola 
184,1 (141,2–

187,7) 

133,2 (108,1–

147,1) 

396,4 (382,7–

437,5) 

140,3 (133,4–

144,3) 

290,8 (264,3–

298,1) 
< 0,001 

norowirus 
154 (117,6–

179,8) 

193,5 (186,3–

238,9) 

225,6 (204,1–

247,3) 

180,8 (166,1–

187,7) 

358,2 (355,0–

374,5) 
< 0,001 



 

 

 

Marker stresu 

oksydacyjnego 
Grupa Mózg Móżdżek Wątroba Płuca Nerka P 

p kontrola vs. 

norowirus 
0,25 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01   

GPx 

(j.m./g białka) 

kontrola 446 (257–555) 488 (413–522) 65 (60–69) 496 (485–530) 
270 (208–

401) 
< 0,001 

norowirus 309 (271–358) 256 (205–373) 135 (113–150) 389 (384–399) 
250 (245–

270) 
< 0,001 

p kontrola vs. 

norowirus 
0,201 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,443   

GST 

(j.m./g białka) 

kontrola 6,4 (6,2–7,0) 8,1 (6,8–8,8) 3,9 (3,1–4,6) 6,2 (5,2–7,6) 5,6 (5,2–6,6) < 0,001 

norowirus 6,5 (5,4–6,8) 7,5 (6,4–9,6) 5,9 (4,7–7,5) 6,4 (8,9–7,0) 5,1 (5,1–5,2) < 0,05 

p kontrola vs. 

norowirus 
0,609 1 < 0,01 0,798 0,196   

TAC 

(mmol/g białka) 

kontrola 
0,34 (0,32–

0,38) 

0,41 (0,38–

0,46) 

0,32 (0,31–

0,36) 

0,26 (0,22–

0,27) 

0,33 (0,32–

0,44) 
< 0,001 

norowirus 
0,43 (0,41–

0,53) 

0,16 (0,14–

0,18) 

0,18 (0,11–

0,24) 

0,25 (0,21–

0,34) 

0,47 (0,44–

0,48) 
< 0,001 

p kontrola vs. 

norowirus 
< 0,01 < 0,01 < 0,01 0,256 0,07   

TOS 

(j.m./g białka) 

kontrola 
0,45 (0,29–

0,53) 

0,46 (0,43–

0,56) 
0,4 (0,38–0,46) 

2,48 (2,20–

2,76) 

0,62 (0,60–

0,71) 
< 0,001 

norowirus 
0,74 (0,67–

0,90) 

0,55 (0,51–

0,59) 

0,87 (0,86–

1,07) 

1,97 (1,54–

2,14) 

0,43 (0,40–

0,46) 
< 0,001 



 

 

 

Marker stresu 

oksydacyjnego 
Grupa Mózg Móżdżek Wątroba Płuca Nerka P 

p kontrola vs. 

norowirus 
< 0,01 0,097 < 0,01 0,055 < 0,01   

MDA 

(j.m./g białka) 

kontrola 7,1 (6,5–8,2) 
14,3 (13,5–

15,1) 
2,9 (2,8–3,6) 3,3 (3,1–3,8) 2,7 (2,1–3,2) < 0,001 

norowirus 7,2 (6,7–8,4) 
12,1 (11,2–

12,3) 
2,4 (2,1–2,6) 3,7 (3,2–4,6) 3,1 (2,8–3,8) < 0,001 

p kontrola vs. 

norowirus 
0,898 0,055 < 0,05 0,523 0,246   

Skróty: CAT – aktywność katalazy; GPx – aktywność peroksydazy glutationowej, GR – aktywność reduktazy glutationowej; GST – S-transferaza 

glutationowa, MDA – stężenie dialdehydu malonowego, MnSOD – aktywność dysmutazy ponadtlenkowej Mn, SOD – aktywność dysmutazy 

ponadtlenkowej, TAC – całkowita pojemność antyoksydacyjna; TOS – całkowity status oksydacyjny.
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5.3. Opracowanie prototypu sprzętu diagnostycznego w postaci szybkich 

testów antygenowych do detekcji norowirusów. Testy do powszechnego 

użytku 

Na początku po każdym etapie modyfikacji elektrody zmiany w morfologii powierzchni 

obserwowano za pomocą SEM (Ryc. 7a). Początkowy etap polegał na utworzeniu SAM z 

l-cysteiny, która charakteryzuje się warstwą o dość zróżnicowanym kulistym kształcie 

(Ryc. 7b). Morfologia samych nanocząstek złota, które służyły jako matryca kotwicząca 

białka w warstwie bioreceptorowej, jak i element przewodzący w badaniach 

elektrochemicznych, pozwoliła na utworzenie w dużej mierze jednorodnej warstwy, która 

zawierała kilka rozproszonych, bardzo drobnych aglomeratów, a także stosunkowo duże, 

płaskie skupiska o średnicy kilku mikrometrów (Ryc. 7c). Po wprowadzeniu nanocząstek 

złota na powierzchnię SAM (Ryc. 7b) obraz powierzchni elektrody (przedstawiony na Rys. 

8c) pokazał gęściej „upakowaną” i nieliczne już mikrometrowe aglomeraty o kłaczkowatej 

strukturze. Po modyfikacji SAM/AuNPs powierzchnia została pokryta warstwą linkera 

EDC/NHS (Rys. 7d). Stosunkowo gładka i ciągła warstwa EDC/NHS pokryła mniejsze 

skupiska SAM i nanocząstek złota lub częściowo osadziła większe. Na tak wykonanej 

warstwie przeciwciało zostało unieruchomione i zobrazowane (Ryc. 7e). Widoczna jest 

zmiana morfologii powierzchni i drobna ziarnistość w obszarach, w których warstwa 

EDC/NHS była najcieńsza. Ponadto zaobserwowano kilka płaskich skupisk większych niż 

100 mikrometrów, powstały one w wyniku unieruchomienia przeciwciała na powierzchni 

zmodyfikowanej elektrody. 
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Rycina 7. Zdjęcia z mikroskopu SEM powierzchni po każdym etapie modyfikacji. Obrazy SEM morfologii 

powierzchni elektrody modyfikowanej za pomocą: SAM (a), AuNPs (b), SAM/AuNPs (c), 

SAM/AuNPs/EDC/NHS (d), SAM/AuNPs/EDC/NHS/przeciwciało (e). 

Prawidłowe osadzanie kolejnych warstw na AuE zobrazowano również z zastosowaniem 

techniki woltamperometrii cyklicznej (CV), stosując modelowy związek redox 

ferri/ferrocyjanek jako analit. Na otrzymanym woltamperogramie widać odwracalną 

rekację utleniania-redukcji analitu z odstępem między szczytowym około 30 mV między 

wartością szczytową prądu anodowego a katodowego wobec wszystkich typów elektrod 

(elektrody czystej oraz z kolejnymi warstwami receptorowymi). Złota krzywa przedstawia 

wyniki sygnału utleniania wobec analitu czystej elektrody złotej. Jak widać, prąd 

szczytowy piku anodowego wynosi około 80 µA. Natomiast na wykresie 

przedstawiającym elektrodę złotą, zmodyfikowaną warstwą półprzewodzącą, czyli AuNPs 
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prąd szczytowy znacznie wzrósł – do wartości około 125 µA (Ryc. 8 zielona krzywa). 

Następnie po dodaniu kolejnej warstwy linkera – EDC/NHS i przeciwciała obserwowany 

jest spadek natężenia prądu, co jest związane z faktem, iż wytworzona ściśle upakowana 

warstwa, która powstaje w wyniku kowalencyjnego przyłączenia przeciwciała, blokuje 

dostęp do powierzchni elektrody (przetwornika) i niejako blokuje przepływ elektronów z 

warstwy bioreceptorowej do elektrody. 

 

Rycina 8. Widmo cyklicznego woltamigramu dla każdej z warstw na złotej elektrodzie. Woltamogram CV, 

przedstawiający przygotowanie elektrochemicznego immunosensora do wykrywania NoV przy użyciu 5 

mM sondy redoks żelazo/żelazocyjanek, KNO3 stosowanej jako elektrolit pomocniczy; zakres potencjałów: 

−0,4-0,6 V; szybkość skanowania: 50 mV s-1; w porównaniu z Ag/AgCl. 
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5.3.1. Testy funkcjonalne prototypu biosensora do wykrywania norowirusów 

5.3.1.1. Badanie liniowości i limitu detekcji, ocena selektywności 

Po wytworzeniu stabilnej matrycy do detekcji norowirusa sprawdzono parametry 

użytkowe wytworzonego bioukładu w możliwościach oznaczania norowirusa. Pierwszym 

parametrem było zbadanie liniowości i limitu detekcji. Krzywa kalibracji (Ryc. 9b) 

oznacza dobrą liniowość w badanym zakresie, przy R2 = 0,992. Najniższe stężenie 

wykryte przedstawioną metodą wyniosło – 1 × 10 −18 TCID 50. 

 

 

Rycina 9. Wykresy (a) DPV dla różnych rozcieńczeń NoV w potencjalnym zakresie 0,4-0,6 V w porównaniu 

z Ag/AgCl; (b) liniowa zależność między rozcieńczeniem bieżącym i NoV. 

W celu wykluczenia fałszywie pozytywnych i negatywnych wyników – a więc oceny 

selektywności wytworzonego układu – przeprowadzono pomiary z próbkami żywności 

oraz bakteriami dającymi objawy zapalenia jelit i żołądka. Badania przeprowadzono przy 

pomocy próbek żywności takich jak: borówki (Vaccinium L.), sałaty (Lactuca sativa L.), 
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maliny (Rubus idaeus L.) i ostryg jadalnych (Ostrea edulis) z Francji i Holandii, 

zakupionych w sklepie Selgros (Mirków, Polska).  

W trakcie badań selektywności porównano sygnał prądowy uzyskany z badanych próbek 

zmieszanych z NoV z uzyskaną wartością prądu dla 1 × 10-8 TCID50. Każda badana próbka 

wykazywała podobną wartość jak próbka z wirusem (Ryc. 10). Reakcja w badanym 

materiale różni się od NoV tylko 3%. Przedstawione wyniki wykazują, że proponowany 

immunoczujnik może być skutecznie stosowany do pomiaru norowirusa w projektach 

diagnostycznych i badaniach jakości żywności. 

 

 

 

Rycina 10. Wyniki pomiarów próbek żywności i bakterii przy pomocy różnicowej woltametrii pulsowej 

(DPV). 
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5.3.1.2. Badania stabilności biosensora do wykrywania norowirusów 

Czujnik przebadano pod kątem długoterminowej stabilności. Opracowany układ 

pomiarowy był stabilny przez minimum 2 tygodnie podczas przechowywania w 4 °C 

(100% wilgotności). Badanie wykonano przy zastosowaniu techniki CV (cyklicznej 

woltamperometrii). Zauważono zmianę średniego prądu elektrycznego z pierwotnym 

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

 

Rycina 11. Skan cyklicznej woltamperometrii czujnika w obecności 5 mM Fe(CN) 6 3− /Fe(CN) 6 4− w 0,1 

M KNO3 po 2 tygodniach. Zakres potencjału: −0,4-0,6 V, szybkość skanowania 50 mV s-1, w porównaniu 

do elektrody Ag|AgCl, 60 cykli. 
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5.3.1.3. Porównanie wyników analiz genetycznych z pomiarami uzyskanymi z 

prototypu biosensora do wykrywania norowirusów 

Złotym standardem diagnostyki norowirusów są testy RT-qPCR oraz RT-LAMP [123, 39]. 

Próbki użyte w badaniach zostały sprawdzone przy użyciu RT-qPCR. Wyniki uzyskane z 

pomiarów na czujniku były bardzo zbliżone do wyników RT-qPCR. Brak niezawodnego 

systemu hodowli tkankowej dla HuNoV doprowadził do powszechnego stosowania MNV 

w wielu badaniach [145]. Niemniej jednak RT-qPCR jest najczęściej stosowaną metodą 

diagnozowania zakażenia NoV. Analiza ta jest pracochłonna i wymaga 

wyspecjalizowanego personelu i sprzętu, dlatego też badane są inne, prostsze metody.  

 

Rycina 12. Wyniki próbek żywności i bakterii z NoV i bez, zbadane przy pomocy RT-qPC. 
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5.3.2. Prototyp czujnika szybkiego wykrywania norowirusów w próbkach 

biologicznych i środowiskowych: Jednorazowy czujnik - test 

Prototyp czujnika do szybkiego wykrywania norowirusów oraz test przygotowanego 

czujnika szczegółowo opisano w Suplemencie (podrozdział: Jednorazowy czujnik – test). 

5.3.2.1 Wyniki RT-qPCR  

Przed przystąpieniem do badania na elektrodzie, każdy materiał poddano analizie testem 

RT-qPCR w celu potwierdzenia obecności norowirusa lub jego braku. Szczegółowe 

wyniki dla każdej próbki znajdują się w Tabeli SI zamieszczonej w Suplemencie.  

5.3.2.2. Pomiary kontroli pozytywnej i negatywnej na elektrodzie 

Test został zoptymalizowany wobec różnych typów próbek biologicznych i 

środowiskowych, aby potwierdzić jego skuteczność i wiarygodność. 

Kontrola pozytywna: 

a. Próbki MNV hodowane na komórkach ustalonej linii makrofagów mysich RAW 

264.7 

b. Próbki HuNoV 

Kontrola negatywna: 

a. Płyn znad hodowli komórek RAW 264.7 

b. Płyn, w którym był zawieszony HuNoV 

c. Próbki żywności – sałaty lodowej, borówki amerykańskiej, maliny właściwej, 

krewetki tygrysiej oraz ostrygi pacyficznej 

d. Próbki bakterii – Proteus mirabilis, Escherichia coli, Salmonella spp., Yersinia 

enterocolitica oraz Klebsiella pneumoniae. 

Próbki żywności i bakterii zmieszano z kontrolą pozytywną oraz z odpowiadającą im 

kontrolą negatywną. Każda próbka została mierzona w co najmniej trzech powtórzeniach 

biologicznych i dziesięciu technicznych, aby zapewnić dokładność i wiarygodność 

wyników. Reprezentatywne wykresy dla każdej badanej grupy zamieszczono na Rycinach 

S8-S61 umieszczonych w Suplemencie. 

Próbki pozytywne charakteryzowały się wzrostem impedancji na co najmniej 4 polach na 

elektrodzie. Wzrost ten był spowodowany połączeniem przeciwciała umieszczonego na 
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teście z norowirusem w próbce. Założeniem badania było sprawdzenie czy wszystkie 

próbki uznane za pozytywne, przy pomocy testu RT-qPCR, zostaną tak samo 

scharakteryzowane przez przygotowany układ pomiarowy.  

Pierwszym etapem badań kontroli pozytywnej było zbadanie próbek MNV i HuNoV. 

Nałożony materiał badawczy wykazał wzrost impedancji (Suplement: Ryciny S8, S9). 

Etap drugi kontroli pozytywnej obejmował zmieszanie próbek MNV oraz HuNoV z 

próbkami żywności, która jest potencjalnym nośnikiem materiału zakaźnego tj. – sałata 

lodowa, borówka amerykańska, malina właściwa, krewetka tygrysia oraz ostryga 

pacyficzna. Na Rycinach S10-S19 umieszczonych w Suplemencie widoczny jest wzrost 

impedancji po naniesieniu materiału badawczego, co stanowi oczekiwaną odpowiedź testu 

na dodane próbki. 

W trzecim etapie badań kontroli pozytywnej, zmieszano MNV, HuNoV z materiałem 

zakaźnym dającym podobne objawy jak infekcja norowirusowa tj. Proteus mirabilis, 

Escherichia coli, Salmonella spp., Yersinia enterocolitica oraz Klebsiella pneumoniae. 

Przebadany materiał wykazywał znaczny wzrost impedancji (Suplement: Ryc. S20-S29). 

Test zadziałał w sposób prawidłowy i wykazał zmianę wartości impedancji.  

Kolejnym etapem badań były testy kontroli negatywnej, w celu potwierdzenia, że wzrosty 

impedancji są odpowiedzą na połączenie przeciwciał będących elementem testu z 

norowirusem. Jako pierwsze badano próbki płynu znad hodowli komórek RAW 264.7. 

oraz płynu, w którym zawieszony był HuNoV. Nie zaobserwowano wzrostu impedancji 

(Suplement: Ryc. S30, S31) 

W celu upewniania się, że widoczna zmiana nie jest wynikiem dodania wyżej 

wymienionych materiałów badawczych, w drugim etapie zbadano próbki żywności, która 

jest potencjalnym nośnikiem materiału zakaźnego. Nie obserwowano wzrostów 

impedancji (Suplement: Ryc. S32-S36). 

Trzeci etap testowania kontroli pozytywnej polegał na połączeniu etapu pierwszego 

(próbki płynu znad hodowli komórek RAW 264.7. oraz płynu, w którym był zawieszony 

HuNoV) z próbkami żywności. Nie zaobserwowano wzrostów impedancji (Suplement: 

Ryc. S37-S44).  

Czwarty etap obejmował badanie materiału zakaźnego, dającego podobne objawy jak 

infekcja norowirusowa. Pozwoliło to na wykluczenie fałszywie pozytywnych wyników, 

spowodowanych obecnością większej liczby patogenów. Na podstawie uzyskanych 
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rezultatów nie wykazano wzrostu impedancji po dodaniu bakterii (Suplement: Ryc. S45-

S51). 

Piątym etapem analizy kontroli negatywnej było połączenie etapu pierwszego z etapem 

czwartym. Zbadano czy zmieszanie płynu znad hodowli komórek RAW 264.7. oraz płynu, 

w którym był 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. Czułość i swoistość zwalidowanego testu 

Na podstawie zebranych wyników obliczono czułość i swoistość testu. Jako pozytywny 

wynik kwalifikowano wyraźny wzrost impedancji na co najmniej 4 kanałach. W analizie 

uwzględniono 262 próbki pozytywne i 262 próbki negatywne. Czułość odnosi się do 

zdolności testu do wykrywania NoV i określa, ile próbek norowirusowych zostało 

poprawnie zidentyfikowanych. Czułość testu wyniosła 95%.  

5.4. Wyniki działania przeciwwirusowego ekstraktów roślinnych parzonych 

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

Aktywność wirusobójcza wahała się między 99,90% (dla oregano) a 99,99% (dla 

tymianku, pokrzywy, rozmarynu, imbiru, jeżówki, cynamonu i czosnku) (Tabele II i III). 

Tabela II. Stężenia ekstraktów roślinnych użyte w badaniu cytotoksyczności oraz wyniki cytotoksyczności.  

Źródło ekstraktu roślinnego 

Stężenie 

badanego 

ekstraktu (%) 

Rozcieńczenie, które 

nie dawało efektu 

cytotoksyczności 

Origanum vulgare L. 

Liście oregano 
18 10-3 

Coffea arabica L. 

Kawa arabica w postaci palonych ziaren 
18 10-3 

Cannabis sativa L. 

Nasiona i liście konopi 
18 10-3 

Thymus vulgaris L. 

Liście tymianku pospolitego 
18 10-3 

Urtica dioica L. 

Liście pokrzywy zwyczajnej 
18 10-3 

Rosmarinus officinalis L. 

Liście rozmarynu lekarskiego 
18 10-3 

Zingiber officinale Roscoe 

Korzeń imbiru 
18 10-3 
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Echinacea purpurea L. 

Jeżówka purpurowa 
18 10-3 

Cinnamomum verum J. Presl 

Kora cynamonowca cejlońskiego 
18 10-3 

Allium sativum L. 

Czosnek bulwiasty 
18 10-3 

Eikatechina (EPI) 10 10-2 

Kwas kawoilochinowy (CQA) 10 10-2 

 

Całkowita zawartość fenoli w badanym materiale wynosiła od 105,7 mg GAE/100 ml (dla 

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

zawartość flawonoidów oznaczono w ekstrakcie z oregano (1217,94 mg CE/100 ml), a 

najniższą z czosnku (259,08 mg CE/100 ml). Najniższą zdolność antyoksydacyjną 

prezentowała kawa (451,15 µmol Trolox/100 ml), z kolei najwyższą, czosnek (844,72 

µmol Trolox/100 ml). Szczegółowe wyniki zebrano w Tabeli III. 

Tabela III. Działanie przeciwwirusowe ekstraktów roślinnych parzonych na zimno i stężonych na zimno 

przeciwko norowirusowi mysiemu (MNV) określone poprzez pomiar całkowitej zawartości fenoli (TPC), 

zawartości flawonoidów i zdolności przeciwutleniającej w ekstraktach roślinnych. Wyniki zaprezentowano 

za pomocą średniej ± odchylenia standardowego; średnie wartości oznaczono literami a-e (p < 0,05).  

Źródło ekstraktu 

roślinnego 

TPC 

(mg GAE 

/100 ml) 

Flawonoidy 

(mg CE/100 

ml) 

Zdolność 

antyoksyda

cyjna 

(µmol 

Trolox/100 

ml) 

Aktywność 

wirusobójcz

a 

(%) 

Origanum vulgare L. 

Liście oregano 

105,73a ± 

1,57 

1217,94a ± 

2,12 

574,56d ± 

4,34 
99,90 

Coffea arabica L. 

Kawa arabica w postaci 

palonych ziaren 

77,67b ± 

3,14 

955,28a ± 

0,56 

451,15c ± 

5,21 
99,91 

Cannabis sativa L. 

Nasiona i liście konopi 

47,26c ± 

17,81 

268,58d ± 

2,76 

791,31b ± 

5,21 
99,95 

Thymus vulgaris L. 

Liście tymianku 

pospolitego 

37,69c ± 

1,32 

455,28b ± 

1,14 

762,45b ± 

0,87 
99,99 

Urtica dioica L. 

Liście pokrzywy 

zwyczajnej 

25,53d ± 

2,15 

335,03c ± 

4,7 

818,32a ± 

3,47 
99,99 
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Rosmarinus officinalis L. 

Liście rozmarynu 

lekarskiego 

24,83d ± 

3,14 

357,18c ± 

7,01 

807,27a ± 

5,21 
99,99 

Zingiber officinale 

Roscoe 

Korzeń imbiru 

24,13d ± 

2,81 

293,89d ± 

2,94 

798,67a ± 

3,49 
99,99 

Echinacea purpurea L. 

Jeżówka purpurowa 
14,54d ± 0,5 

300,22d ± 

3,01 

832,44a ± 

4,34 
99,99 

Cinnamomum verum J. 

Presl 

Kora cynamonowca 

cejlońskiego 

9,63e ± 0,33 
271,74d ± 

5,56 

842,88a ± 

6,95 
99,99 

Allium sativum L. 

Czosnek bulwiasty 
9,11e ± 0,16 

259,08d ± 

2,54 

844,72a ± 

6,09 
99,99 

mg CE/100 ml - zawartość flawonoidów wyrażona jako równoważne stężenie katechiny; mg GAE/100 ml - 

zawartość polifenoli wyrażona jako równoważne stężenie kwasu gallusowego; Trolox, kwas 6-hydroksy-

2,5,7,8-tetrametylochromano-2-karboksylowy. 
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6. DYSKUSJA  

Niniejsza, praca miała na celu zbadanie, w jaki sposób zakażenie MNV wpływa na stres 

oksydacyjny i zmiany histologiczne u myszy a także opracowanie prototypu biosensora do 

detekcji norowirusów w materiale biologicznym.  

Powszechnie wiadomo, że zakażenie MNV wiąże się ze zmianami histopatologicznymi u 

gospodarzy immunokompetentnych, ale chorobie klinicznej zapobiega odpowiedź 

interferonowa zależna od przekaźnika sygnału i aktywatora transkrypcji STAT1 (signal 

transducer and activator of transcription 1). W pracach innych autorów wykazano, że 

interferon gamma (interferon typu II), wraz z innymi interferonami typu I (m.in. interferon 

alfa, beta, kappa) i III (interferon lambda), odgrywa rolę w ograniczaniu infekcji 

makrofagów wirusem MNV. W badaniu Hsu i wsp. [146] myszy zakażone MNV 

analizowano pod kątem zmian histopatologicznych w różnych grupach, w tym myszy 

naturalnie zakażonych MNV; myszy typu dzikiego eksperymentalnie zakażonych MNV; 

myszy z niedoborem odporności eksperymentalnie zakażonych MNV; myszy w modelach 

chorób przewodu pokarmowego eksperymentalnie zakażonych MNV; oraz myszy w 

innych modelach chorób eksperymentalnie zakażonych MNV. Niektóre myszy naturalnie 

zakażone MNV wykazywały zmiany histopatologiczne w wątrobie, płucach, krezkowych 

węzłach chłonnych i śledzionie. U niektórych myszy typu dzikiego eksperymentalnie 

zakażonych MNV zmiany histopatologiczne wystąpiły w wątrobie, jelicie cienkim i 

śledzionie [146]. W badaniu histopatologicznym myszy z niedoborem odporności, 

eksperymentalnie zakażonych MNV zaobserwowano zmiany w wątrobie, płucach, jelicie 

cienkim i śledzionie, a w przypadku myszy Rag2-/-, /STAT1-/- i IfnαβγR-/- 

zaobserwowano zmiany w mózgu [146]. Niektóre myszy (myszy naturalnie zakażone 

MNV; myszy typu dzikiego eksperymentalnie zakażone MNV; myszy z niedoborem 

odporności eksperymentalnie zakażone MNV; myszy w modelach chorób żołądkowo-

jelitowych eksperymentalnie zakażonych MNV; i myszy w innych modelach chorób 

eksperymentalnie zakażonych MNV) w modelach chorób przewodu pokarmowego 

eksperymentalnie zakażonych MNV wykazywały zmiany histopatologiczne w 

krezkowych węzłach chłonnych, jelicie cienkim i grubym, śledzionie i żołądku [146]. W 

przypadku szczepów B6.129P2 - Apoe tm1Unc /J i B6.129S7- Ldlr tm1her /J w modelu 

miażdżycowym eksperymentalnie zakażonych MNV zaobserwowano zmiany w aorcie 

[146]. W niniejszej pracy własnej nie stwierdzono poważnych zmian w badanych 
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narządach, z wyjątkiem łagodnych nacieków limfocytów w mózgu i wątrobie bez 

widocznego uszkodzenia komórek. 

Infekcje wirusowe są jedną z najczęstszych przyczyn zakaźnego zapalenia mózgu [147]. 

Opisano kilka patogenów wywołujących ten stan, takich jak m.in. arbowirusy, 

rabdowirusy, enterowirusy, herpeswirusy, retrowirusy, ortomyksowirusy, 

ortopneumowirusy i koronawirusy [148]. MNV, jak dotąd, nie był jednak traktowany jako 

czynnik neuropatogenny, co stoi w sprzeczności do wyników uzyskanych w 

przeprowadzonych przez nas eksperymentach. Niniejsze badania wykazały również, że 

poziom aktywności enzymatycznej i stężenie nieenzymatycznych markerów stresu 

oksydacyjnego różnią się i są zależne od rodzaju tkanki. Infekcja wirusowa spowodowała 

wyczerpanie i istotne zmniejszenie aktywności większości ocenianych enzymów, takich 

jak SOD, MnSOD, CAT i GR w tkance wątroby w porównaniu z myszami kontrolnymi, 

podczas gdy aktywności GPx i GST mierzone w tkance wątroby były znacznie wyższe u 

myszy zakażonych norowirusem. Dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza i enzymy zależne 

od glutationu, takie jak GPx, są najważniejszymi enzymami antyoksydacyjnymi. 

Dysmutazy ponadtlenkowe, takie jak całkowity SOD i MnSOD, są enzymami, które 

katalizują konwersję rodnika nadtlenowego (O2–) ponadtlenku do O2 i H2O2. Katalaza 

katalizuje konwersję H2O2 do H2O i O2, a GPx katalizują konwersję H2O2 lub 

wodoronadtlenków do H2O i alkoholi, jednocześnie utleniając GSH do GSSG. Rola 

reaktywnych form tlenu podczas infekcji wirusowych może być niejasna i może zależeć 

od sposobu ich wytwarzania [149]. Aktywność MnSOD była wyższa w tkance nerkowej 

myszy zakażonych norowirusem w porównaniu do myszy kontrolnych, z kolei aktywność 

GR była niższa we wszystkich badanych tkankach myszy zakażonych norowirusem, z 

wyjątkiem tkanki płucnej. Wiadomo, że aktywność i stężenie wybranych enzymów 

antyoksydacyjnych zmienia się podczas zakażenia norowirusem. 

Ogólny stan równowagi pro- i antyoksydacyjnej organizmu ocenia się zazwyczaj na 

podstawie całkowitego statusu utleniającego (TOS), natomiast ogólny poziom 

przeciwutleniaczy w organizmie określa się na podstawie całkowitej zdolności 

przeciwutleniającej (TAC) [150]. Wybrane nieenzymatyczne parametry 

antyoksydacyjne/oksydacyjne takie jak TOS, TAC i MDA zmieniały się po zakażeniu 

norowirusem w zależności od analizowanej tkanki. Niemniej jednak infekcja norowirusem 

spowodowała zwiększenie poziomu TOS w mózgu i wątrobie oraz poziomów TAC w 

tkankach mózgu, podczas gdy poziomy TOS były znacznie obniżone w nerkach. Podobne 
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badania wykazały, że poziom TOS wyraźnie wzrasta wraz z zaostrzeniem choroby 

COVID-19, gdyż podwyższony poziom stresu oksydacyjnego ma zdolność nasilenia tej 

choroby. Karkhanei i wsp. [150]. podali, że poziom TOS w surowicy, jednego z 

biomarkerów stresu oksydacyjnego, był wyższy u pacjentów z ostrą postacią infekcji 

wywołanej SARS-Cov-2 [150]. Autorzy wykazali, że poziomy TOS w surowicy u 

zakażonych pacjentów z COVID-19 były powiązane z innymi ważnymi czynnikami, 

takimi jak gorączka, hospitalizacja dłuższa niż tydzień, miejsce zamieszkania, status 

edukacyjny i rodzaj pracy oraz pośredni związek ze SpO2. Zmniejszenie TAC może 

prowadzić do zmniejszenia odporności organizmu i ostatecznie do zwiększonej 

śmiertelności [150]. Przedstawione wyniki dowodzą, że markery stresu oksydacyjnego 

zmieniają się szybko w zależności od warunków środowiska zewnętrznego. Wybrane 

dowody sugerują, że nadprodukcja ROS i wyczerpanie układu antyoksydacyjnego 

odgrywają znaczącą rolę w patogenezie infekcji wirusowych i progresji choroby. 

NoV są diagnozowane przy użyciu różnych metod, takich jak reakcja łańcuchowej 

polimerazy z odwrotną transkrypcją (RT-PCR), izotermiczna amplifikacja pętli (LAMP) i 

immunochromatografia (IC) [151- 155]. Dla potwierdzenia obecności NoV w próbce 

również można wykorzystać test immunoenzymatyczny (ELISA), Western Blot (WB) oraz 

mikroskopię elektronową [157,158] 

Diagnostyka NoV techniką RT-PCR charakteryzuje się wysoką czułością i 

specyficznością. Technika ta potrafi wykryć nawet niewielkie ilości NoV w próbce, 

pozwala również na ocenę, z którą genogrupą mamy do czynienia. Jednak nie wszystkie 

szczepy można wykryć, co powoduje wynik fałszywie ujemny. RT-PCR można 

zastosować do diagnostyki różnych biologicznych próbek w tym kału, wymiocin wodą, 

żywności oraz powierzchni. Diagnostyka ta jest kosztową metodą i wymaga personelu 

posiadającego specjalistyczną wiedzę z zakresu biotechnologii [151]. Czas oczekiwania 

na wynik próbki kału w laboratoriach diagnostycznych wynosi 21 dni roboczych [152,153] 

przez co infekcja może zakończyć się przed odebraniem wyników [154]. 

Technika LAMP charakteryzuje się również wysoką czułością i specyficznością, jest 

szybsza, prostsza i tańsza niż RT-PCR, jednak nie jest dostępna we wszystkich 

laboratoriach [155]. Technika LAMP może być mniej dokładna niż RT-PCR. Mimo, że 

jest szybsza, tańsza i mniej skomplikowana w przeprowadzeniu, dalej wymaga personelu 

posiadającego wykształcenie biotechnologiczne oraz specjalistycznego sprzętu [151].  
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Diagnostyka NoV techniką immunochemiczną jest szybka, trwa około 15-30 minut, jednak 

często jest przeznaczona do użytku w laboratoriach co wydłuża czas oczekiwania do 1-3 

dni (czas dla próbki kału [152]). Same testy są proste w użyciu, tanie (w stosunku do 

techniki RT-PCR) i są łatwe do interpretacji. Testy immunochemiczne są dostępne w 

różnych formatach, w tym jako testy kasetowe i testy paskowe, jednak charakteryzują się 

znacznie niższą czułością i specyficznością, niż testy RT-PCR. Testy immunochemiczne 

mogą też dawać fałszywie dodatnie wyniki, spowodowane reakcją krzyżową z innym 

patogenem, reakcje nieswoiste oraz obecność przeciwciał anty-NoV [156]. 

Test ELISA charakteryzuje się wysoką czułością, specyficznością oraz stosunkową 

łatwością wykonania (w porównaniu do techniki RT-PCR [156]. Możliwa jest 

automatyzacja procesu pozwalająca na zbadanie wielu próbek jednocześnie. Koszt 

wykonania jest relatywnie niski w stosunku do metod diagnostycznych, takich jak RT-

PCR. Istnieje jednak ryzyko dodatnie fałszywych lub fałszywie ujemnych wyników. 

Próbki nieprawidłowo przechowywane lub nieprawidłowo przygotowane mogą wpłynąć 

na zafałszowanie wyniku [156]. Niektóre próbki mogą zawierać substancje krzyżowo 

reagujące lub zakłócające proces wiązania antygenu, co może wpływać na wyniki testów. 

Test ten może być przeprowadzony tylko przez osoby posiadające odpowiedni zakres 

wiedzy z dziedziny biotechnologii. Interpretacja wyników również wymaga 

doświadczenia laboratoryjnego. Testy nie są dostępne dla wszystkich genotypów NoV 

[156].  

Technika Western Blot jest wysoce specyficzna, daje możliwość identyfikacji genotypów, 

jednak czułość tej techniki jest niższa niż RT-PCR. Jest czasochłonna, kosztowna i 

wymaga doświadczenia laboratoryjnego oraz specjalistycznego sprzętu [157]. 

Z kolei mikroskopia elektronowa, która jest wysoce czułą metodą pozwalająca na 

identyfikację NoV i odróżnienie go od innych wirusów powodujących podobne objawy. 

Jest stosunkowo szybką metodą i może dawać wyniki w ciągu kliku godzin, pozwala też 

na obserwację morfologii wirusa. Koszt mikroskopii elektronowej jest jednak dużo wyższy 

niż innych metod diagnostycznych wymienionych wyżej. Wymaga specjalistycznego 

sprzętu i doświadczonego personelu, a sama interpretacja jest czasochłonna i wymaga 

doświadczenia. Co więcej, charakteryzuje się niską swoistością - może dawać fałszywie 

dodatnie wyniki w przypadku innych wirusów o podobnej morfologii [158].  
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W związku z istniejącymi testami pozwalającymi na detekcję norowirusa, które nierzadko 

są długotrwałe, wymagają nakładów finansowych czy wykwalifikowanego personelu, 

alternatywę stanowią szybkie testy diagnostyczne. Opracowany w przedstawionych 

badaniach własnych test jest szybki - czas wykrywania z przygotowaniem próbki to około 

20 minut. Obsługa testu jest prosta, nie wymaga specjalistycznego wykształcenia, a do 

zestawu dołączona jest instrukcja, która prowadzi użytkownika krok po kroku jak 

przygotować próbę i jak wykonać test. W przygotowanym zestawie znajduje się każdy 

wymagany element, potrzebny do jego prawidłowego przeprowadzenia, co pozwala na 

wykonanie testu w warunkach domowych. Może on być używany również w zakładach 

produkcji, przetwórstwa żywności, farmach owoców morza, polach upraw, w sklepach 

oraz restauracjach. Jest wykonany z materiałów nadających się do recyklingu. Ponadto, 

ostateczna wersja testu będzie składała się z dwóch części: pierwsza (wielokrotnego 

użytku) zawiera laptop, czytnik Aquanostic Reader, statyw, pęsetę, nożyczki, tackę oraz 

kabel USB C. Druga, która jest przeznaczona do jednorazowego użytku zawiera 10 testów, 

skalpel, bufor pomiarowy, sitka molekularne. Czułość testu wynosi 95% a swoistość 

91,6%. Spośród wszystkich wymienionych obecnie dostępnych możliwości identyfikacji 

próbki, opracowana procedura diagnostyczna pozwalająca na stwierdzenie obecności 

norowirusa w badanym materiale, wydaje się najbardziej korzystną opcją. Wytworzony 

układ pomiarowy charakteryzuje się wysoką czułością i specyficznością. Urządzenie do 

szybkiej detekcji norowirusów może znaleźć zastosowanie w wielu sektorach przemysłu 

jak i w użytku domowym. Obecnie przygotowany, funkcjonalny test został 

skomercjalizowany i wdrożony do gamy produktów Fish Farm Solutions, korzystając 

wyżej wymienionego testu diagnostycznego, hodowcy ryb i krewetek mogą szybko i z 

dużą dokładnością wykryć potencjalne zagrożenie epidemiczne norowirusami. Dzięki 

temu mogą podjąć świadome decyzje, wpływając na dobrostan zwierząt hodowlanych, 

zwiększając tym samym wydajność ekonomiczna hodowli. W niniejszej pracy oceniano 

zdolności wirusobójczych i przeciwutleniających ekstraktów roślinnych, 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), jeżówka purpurowa (Echinacea 

purpurea L.), cynamon (Cinnamomum verum J. Presl) i czosnek (Allium sativum L.), 

przygotowanych zgodnie z techniką zaparzania i zagęszczania na zimno. Zbadano ich 

właściwości przeciwwirusowe oraz zawartość związków fenolowych, flawonoidów i 
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aktywność przeciwutleniającą, w celu potencjalnego zastosowania jako dodatku do 

konwencjonalnego leczenia objawowego w infekcjach norowirusowych. 

Obecnie infekcje NoV leczone są tylko objawowo, nie opracowano skutecznych 

preparatów antywirusowych ani szczepionki. Od dawna natomiast w terapii zakażeń 

wirusowych wykorzystuje się medycynę naturalną, stanowiącą bezpieczną alternatywę dla 

leków wirusobójczych. Naturalne preparaty często swoją skuteczność zawdzięczają 

związkom fenolowym [159], które wykazują właściwości wirusobójcze, 

immunomodulujące i przeciwzapalne [160]. Polifenole zapobiegają przyłączaniu się 

wirusa opryszczki pospolitej typu 1 (HSV-1) do glikoprotein komórek gospodarza i 

tworzeniu fuzji, zapobiegając w ten sposób rozprzestrzenianiu się wirusa między 

komórkami organizmu [160]. Według Diaza i wsp. [161] istnieje korelacja między 

właściwościami przeciwutleniającymi i przeciwzapalnymi roślin leczniczych a 

zawartością składników fenolowych i flawonoidowych. Sugeruje to, że rośliny 

dezaktywują wolne rodniki poprzez łączenie się z innymi cząsteczkami (poprzez 

parowanie elektronów). W związku z tym wykazano efekty biologiczne, które promują 

zdrowie, takie jak korzyści neuroprotekcyjne lub zastosowanie w leczeniu chorób 

niezakaźnych. 

Badane ekstrakty roślinne przygotowano przy pomocy nowej technologii ekstrakcji na 

zimno. Zaobserwowano, że wyższa wartość całkowitej zawartości związków fenolowych 

(TPC) wiąże się z niższą skutecznością przeciwutleniającą i przeciwwirusową, co stoi w 

opozycji do badań innych autorów [162]. W badaniach Sida i wsp. [163] oraz Ziarno i wsp. 

[164] stwierdzono brak korelacji między całkowitą zawartością związków fenolowych a 

aktywnością przeciwutleniającą badanego materiału roślinnego. Dotychczas przebadano 

skuteczność fenoli wobec kilku wirusów. Flawonoidy pozyskane z Scutellaria baicalensis 

L. wykazywały aktywność wobec SARS-CoV-2 [165], z kolei polifenole z zielonej 

herbaty i wina wykazywały właściwości wirusobójcze przeciw wirusowi Zachodniego 

Nilu, zika i dengi [166]. Z badań Tsai i wsp. [167] wynika, że specyficzny mechanizm 

działania polifenoli przeciwko norowirusom polega na zakłócaniu syntezy białek i 

aktywowaniu szlaków odpowiedzi przeciwwirusowej komórek gospodarza. Polifenole 

zmieniają przepuszczalność jelit, mają właściwości przeciwzapalne i przeciwutleniające, 

co w sposób pośredni zapobiega przed infekcjami NoV [168]. Ponadto, związki fenolowe 

przeciwdziałają stanom zapalnym, cukrzycy oraz nowotworom [169]. 
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W badaniach własnych testowano dostępne i powszechnie stosowane ekstrakty wodne z 

roślin stosowanych do różnych celów leczniczych. Oregano używane jest przy problemach 

żołądkowych, wykrztuśnych, oddechowych, przy schorzeniach układu oddechowego i 

trawiennego oraz na rany, przy bólach głowy i depresji [170]. Asensio i wsp. ocenili 

aktywność antyoksydacyjną olejku eterycznego czterech różnych rodzajów oregano (O. x 

majoricum, O. vulgare ssp. i Hirtum ssp.) z centralnych i południowych regionów 

Argentyny. Uzyskane wyniki wahały się od 0,234 do 0,163 mM (26,569 -54,82 µmol 

Trolox/100 ml) Trolox/mg olejku eterycznego [171] co jest ponad dziesięciokrotnie niższą 

wartością w porównaniu do wyników własnych (574,56 µmol Trolox/100 ml), może się to 

jednak wiązać z tym, że w badaniach Asensio wykorzystywano olejki eteryczne, a nie 

wyciągi roślinne. 

Wyciąg z kawy, kolejna badana w projekcie substancja, jest stosowana na Haiti w 

przypadkach anemii, obrzęków i osłabienia, w Nikaragui jako środek przeciwgorączkowy 

[106, 107] a w Etiopii w leczeniu zapalenia żołądka i jelit, którym towarzyszy biegunka 

[108]. Metoda palenia kawy degraduje fitochemikalia i zmniejsza aktywność enzymów 

antyoksydacyjnych, przez co porównanie aktywności biologicznej kawy jest trudne [109]. 

Sukoco i wsp. [110] badali potencjał antyoksydacyjny kawy bezkofeinowej i kofeinowej 

oraz imbiru. Kawa bezkofeinowa miała wyjściową aktywność antyoksydacyjną na 

poziomie 17 mmol/100 ml, podczas gdy kawa kofeinowa - 40 mmol/100 ml. Dodanie 10% 

imbiru zwiększyło odczyty odpowiednio o 2 i 1 mmol/100 ml. Wyciąg z nasion i liści 

konopi stosuje się w Chinach w leczeniu schorzeń jamy ustnej i zębów [111]. Jest używany 

również w przypadku wielu dolegliwości takich jak tężyczka, drgawki, dna moczanowa, 

malaria, bezsenność, duszność, kaszel, ból głowy, nieregularne miesiączki, świąd i 

niedokrwistość [112]. Smeriglio i wsp. [113] określili zdolność przeciwutleniająca 

Cannabis sativa na 695 μmol Trolox/100 ml, czyli nieco niższą niż w przeprowadzonych 

w ramach projektu. Jednak ekstrakty z liści odmian Cannabis sativa wykazały właściwości 

bakteriobójcze w stężeniach poniżej 100 μmol/100 ml, więc różnica ta wydaje się być 

nieistotna [114]. Można natomiast spodziewać się, że zwiększona koncentracja, przyniesie 

lepsze wyniki. Biorąc pod uwagę 99,95% poziom wirusobójczości, Suplementacja 

Cannabis sativa może być korzystna w leczeniu biegunki wirusowej. 

Tymianek stosowany jest w przypadku leczenia krztuśca, zapalenia oskrzeli, astmy 

infekcji jamy ustnej żołądka, jelit i dróg oddechowych i wzmocnienia pracy serca [115, 

116]. Według Gahruie i wsp. [117] tymianek ekstrahowany etanolem zawierał 1602 
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μmol/100 g przeciwutleniaczy, podczas gdy próbka wodna tylko 89 μmol/100 g. Nasze 

badanie wykazało podobne wyniki, przy czym ekstrakt z tymianku parzony na zimno miał 

nieco mniej przeciwutleniaczy. 

Wyciąg z rozmarynu jest stosowany w leczeniu bólu głowy, brzucha, bolesnych 

miesiączek, epilepsji, bólu reumatycznego, skurczy, pobudzenia nerwowego, ataków 

histerii i depresji oraz osłabienia pamięci. Aktywność przeciwutleniającą ekstraktu z tej 

rośliny badano przy użyciu trzech technik (ABTS, DPPH, FRAP). Wyniki wyniosły 

odpowiednio 38,7, 513 i 662 μmol Trolox/100 g [118]. W badaniu innych autorów 

stwierdzono zdolność przeciwutleniającą wyciągów uzyskanych po zastosowaniu różnych 

metod ekstrakcji: 1270 μmol/100 ml (Soxhlet), 910 μmol/100 ml (maceracja) i 810 

μmol/100 ml (ultradźwięki) [119]. Wynik analizy przeprowadzonej w naszym 

laboratorium wyniósł 807 μmol/100 ml, co sugeruje, że metoda ekstrakcji na zimno ma 

porównywalną do innych metod bioaktywną zdolność przeciwutleniającą, co czyni ją 

opłacalną w produkcji na masową skalę. 

Pokrzywa wykazuje właściwości moczopędne, ściągające oraz regulujące cykl 

miesiączkowy. Stosowana jest w leczeniu kaszlu, przeziębienia, astmy i żółtaczki, 

biegunki, zapalenia żołądka i jelit, reumatyzmu, czerwonki, epilepsji, skaleczeń, oparzeń, 

na rany, czyraki oraz pęcherze [120-122]. Różne techniki ekstrakcji Urtica dioica L. 

wpływają na właściwości przeciwutleniające. Kőszegi i wsp. [122] przetestowali wodne 

ekstrakty z pokrzywy i stwierdzili, że po użyciu wrzącej wody i parzeniu w temperaturze 

60 °C przez trzy godziny, miały one wysoki poziom przeciwutleniaczy (odpowiednio 210 

i 268 μmol), podczas gdy 70% EtOH dawał jeszcze wyższe wartości - 310 μmol i więcej. 

Suszenie konwekcyjne może jednak zmieniać aktywność ze względu na utratę składników 

bioaktywnych. Pomimo tego osiągnięto maksymalną aktywność przeciwwirusową, z 

wynikiem aktywności przeciwutleniającej wynoszącej 818 μmol Trolox/100 ml. 

Imbir stosowany jest w leczeniu kaszlu, astmy, niestrawności, utraty smaku i apetytu, 

wzdęć, nudności, wymiotów, reakcji alergicznej, przeziębienia, gorączki, problemów z 

układem oddechowym, bólami głowy, mięśni, oraz dolegliwościami jamy ustnej [123]. 

Wspiera również układ trawienny [124]. Nasze badania wykazały silne właściwości 

wirusobójcze (99,99%) przeciwutleniające (7986,67 μmol/100 ml) imbiru, co sugeruje, że 

może on zwiększać skuteczność leków i suplementów. 
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Kolejną testowaną substancją była jeżówka purpurowa której używa się w medycynie 

naturalnej do leczenia ran i zakażeń infekcji dróg oddechowych zarówno u ludzi, jak i u 

zwierząt [125]. Echinacea purpurea wykazuje silne działanie przeciwutleniające 

porównywalne do czosnku, a ze względu na brak specyficznego zapachu i smaku jest 

preferowana przez konsumentów. Dzięki optymalizacji warunków ekstrakcji może służyć 

jako punkt odniesienia dla procesów ekstrakcji termalnej i jako bezpieczne źródło 

związków fenolowych. 

Cynamon wykazuje działanie przeciwwymiotne, przeciwbiegunkowe i przeciwwzdęciowe 

[126]. Stosowany jest przy nadciśnieniu, przeziębieniu, malarii, kaszlu, gruźlicy płuc, 

chorób przenoszonych drogą płciową oraz jako środek przeciwkrzepliwy. Dvorackova i 

wsp. [127] przeanalizowała aktywność przeciwutleniaczy zawartych w wyciągach z tej 

rośliny przy użyciu ultradźwięków i w porównaniu do naszych badań, odnotowała wyższe 

wartości – 268 μmol/g. 

Ekstrakt z czosnku wykazywał najniższą z badanych roślin zawartość TPC i flawonoidów, 

ale najwyższą zdolność przeciwutleniającą i działanie wirusobójcze. Był też najbardziej 

skutecznym ekstraktem bioaktywnych składników o właściwościach przeciwutleniających 

w warunkach nietermicznych. Powszechnie używa się go w Suplementacji leczenia 

nadciśnienia, przeziębienia, malarii, kaszlu, gruźlicy płuc, chorób przenoszonych drogą 

płciową, zaburzeń psychicznych, chorób nerek i wątroby, astmy i cukrzycy. Obniża on 

ciśnienie krwi, poziom cholesterolu i glukozy [128,129].  

Wielu autorów przeprowadzało badania antynorowirusowych właściwości oregano, 

tymianku, pokrzywy, rozmarynu, imbiru i cynamonu [116-121]. Pomijając różne techniki 

ekstrakcji substancji otrzymano redukcję NoV na poziomach od 1,07 log (oregano) do 4 

log (pokrzywa) [119]. Należy jednak pamiętać, że wszystkie badania, włączając w to 

nasze, bazowały na testach in vitro, ograniczając ich znaczenie dla modeli ludzkich lub 

zwierzęcych.  

Badania innych autorów wykazały obniżenie poziomu wirusa, przy czym wyciągi z 

pokrzywy wydają się najbardziej skuteczne, z kolei z oregano wykazywały najsłabsze 

działanie. Na podstawie badań własnych można stwierdzić, że ekstrakt z kawy arabica miał 

znaczący wpływ wirusobójczy na NoV, w przeciwieństwie do ustaleń innych badaczy 

[172,173]. Szeroki zakres substancji chemicznych, które mogą reagować z odczynnikiem 

F-C, może wyjaśniać, dlaczego nasze badania różnią się od innych badań nad związkami 
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polifenolowymi. Wysoka zawartość cukru i melanoidów w kawie może zmieniać zdolność 

zmiatania rodnika kationowego ABTS (2,2-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu), 

przyczyniając się do tej rozbieżności [174]. Nasze wyniki są za to zgodne z 

opublikowanymi w innych pracach badaniami nad ekstraktami z tymianku i imbiru, w 

których również stwierdzono podobne stężenia związków fenolowych (TPC). Wysoka 

ilość 260 mg GAE/100 ml w ekstraktach z cynamonu może wynikać ze stosunku ziół do 

wody [175].  

Podsumowując, przyjmowanie ekstraktów z badanych roślin podczas leczenia biegunki 

wirusowej może potencjalnie złagodzić objawy lub skrócić czas trwania choroby. 
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7. WNIOSKI 

Na podstawie uzyskanych wyników sformułowano następujące wnioski: 

1. Infekcja norowirusowa nie wpłynęła znacząco na zmiany histopatologiczne w 

tkankach jelita cienkiego i grubego, trzustki, wątroby, serca, płuc, nerek, 

fragmentów mózgu (przodomózgowie, śródmózgowie) u badanych zwierząt, 

myszy szczepu C56B1/6J w porównaniu do grupy kontrolnej.  

Infekcja norowirusowa wpływa na poziom stresu oksydacyjnego zwierzęcia 

modelowego, myszy szczepu C56B1/6J redukując aktywność większości 

badanych enzymów antyoksydacyjnych. Odpowiedź układu antyoksydacyjnego, 

mierzonego enzymatycznymi i nieenzymatycznymi markerami 

antyoksydacyjnymi na infekcję wirusową jest zależna od tkanki. W większości 

badanych tkanek, najwrażliwsze na zakażenie okazały się markery enzymatyczne, 

gdzie infekcja wirusowa spowodowała obniżenie aktywności enzymatycznej 

większości enzymów antyoksydacyjnych u myszy szczepu C56B1/6J w 

porównaniu do grupy kontrolnej. Infekcja norowirusem wpłynęła na układ pro- i 

antyoksydacyjny obniżając całkowitą pojemność antyoksydacyjną oraz 

zwiększając całkowity status oksydacyjny w większości badanych tkanek myszy 

szczepu C56B1/6J w porównaniu do grupy kontrolnej. 

2. Opracowano prototyp sprzętu diagnostycznego w postaci szybkich testów 

antygenowych do detekcji norowirusow. Przeanalizowano próbki pozytywne 

(próbki MNV namnażane na komórkach ustalonej linii makrofagów mysich RAW 

264.7., próbki HuNoV zmieszane z próbkami żywności - sałaty lodowej, borówki 

amerykańskiej, maliny właściwej, krewetki tygrysiej oraz ostrygi pacyficznej oraz 

bakteriami – Proteus mirabilis, Escherichia coli, Salmonella spp., Yersinia 

enterocolitica oraz Klebsiella pneumoniae) oraz materiał negatywny (płyn znad 

hodowli komórek RAW 264.7., oraz płyn, w którym zawieszony był HuNoV, 

próbki żywności – sałaty lodowej, borówki amerykańskiej, maliny właściwej, 

krewetki tygrysiej oraz ostrygi pacyficznej, próbki bakterii - Proteus mirabilis, 

Escherichia coli, Salmonella spp., Yersinia enterocolitica i Klebsiella pneumoniae 

oraz próbki żywności zmieszane z płynem znad hodowli komórek RAW 264.7. i 

płynem, w którym był zawieszony HuNoV). Otrzymane wyniki świadczą o 

oczekiwanym działaniu testu. 
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3. Ekstrakty z powszechnie dostępnych roślin (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), jeżówka purpurowa (Echinacea purpurea L.), 

cynamon (Cinnamomum verum J. Presl) i czosnek (Allium sativum L.) wykazują 

właściwości wirusobójcze wobec norowirusów i dzięki temu, prawdopodobnie 

mogą być przydatne w leczeniu uzupełniającym i łagodzeniu objawów 

wywołanych infekcją norowirusami. Dodatkowym atutem wyżej wymienionych 

ekstraktów, jest ich wysoki potencjał antyoksydacyjny. 
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8. STRESZCZENIE  

Jednym z głównych czynników wywołujących wirusowe zapalenie żołądka i jelit u 

dorosłych i dzieci na całym świecie są norowirusy (NoV). Każdego roku powodują one 

210 000 zgonów i 685 milionów zachorowań. W Stanach Zjednoczonych koszty 

ekonomiczne związane z infekcjami NoV wynoszą łącznie 4,2 mld USD, podczas gdy 

straty społeczno-ekonomiczne szacuje się na 60,3 mld USD. Uważa się, że przed 

ukończeniem drugiego roku życia, każde dziecko przeszło co najmniej jedną chorobę 

wywołaną przez norowirusy. Ogniska tego patogenu zwykle występują w miejscach o 

dużej gęstości zaludnienia, takich jak szpitale, domy opieki, szkoły, przedszkola, sale 

zabaw dla dzieci, obiekty wojskowe i statki wycieczkowe. Głównym źródłem 

przenoszenia HuNoV jest żywność, woda i powierzchnie zanieczyszczone wymiocinami 

lub kałem.  

W celu określenia wpływu norowirusa na organizm człowieka przeprowadzono badania 

na modelu zwierzęcym - myszach C56B1/6J. Badano zmiany histopatologiczne i stres 

oksydacyjny, w organach takich jak mózg, móżdżek, wątroba płuca i nerki. Zmiany 

histopatologiczne zauważono w mózgu, móżdżku i wątrobie u wszystkich osobników, w 

płucach i nerkach zaobserwowano zmiany u części osobników. Badania te sugerują, że 

zakażenie MNV może powodować znaczące zmiany w parametrach w wielu różnych 

narządach. Tkanki nerek myszy zakażonych MNV wykazywały zwiększoną aktywność 

dysmutazy ponadtlenkowej Mn, podczas gdy tkanki wątroby wykazywały zmniejszoną 

aktywność reduktazy glutationowej, katalazy, dysmutazy ponadtlenkowej Mn i dysmutazy 

ponadtlenkowej. Z wyjątkiem tkanki płucnej, wszystkie badane tkanki myszy zakażonych 

MNV miały obniżoną aktywność reduktazy glutationowej. Badanie to wykazało również, 

że podczas gdy poziomy całkowitej pojemności oksydacyjnej były znacznie obniżone w 

nerkach, zakażenie norowirusem spowodowało podwyższone poziomy całkowitej 

zdolności antyoksydacyjnej i całkowitej pojemności oksydacyjnej w mózgu i wątrobie. 

Źródłem tych zmian przypuszczalnie są reaktywne formy tlenu wytwarzane przez infekcję 

wirusową. Mogą one powodować stres oksydacyjny i uszkadzać komórki. Odkrycia te 

pozwalają spojrzeć na norowirusa jako patogen, który odpowiada nie tylko za uszkodzenia 

układu pokarmowego, ale też mózgu. Obecnie infekcje norowirusowe są potwierdzane 

przy pomocy testów RT-PCR - jest to złoty standard diagnostyki. Ze względu na krótki 

czas infekcji - 2-3 dni, wynik potwierdzający infekcję norowirusa lub zanieczyszczenie 

produktów spożywczych i wody, często jest otrzymywany za późno. Wczesna diagnostyka 
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infekcja jest kluczowa dla ograniczenia epidemii norowirusowych. Stworzony przeze mnie 

test jest szybki - czas wykrywania z przygotowaniem próbki to około 20 minut. Obsługa 

testu jest prosta, nie wymaga specjalistycznego wykształcenia. W przygotowanym 

zestawie do testu znajdować się będzie każdy wymagany element do prawidłowego 

przeprowadzenia testu. Zbadanie próbki będzie możliwe również w warunkach 

domowych. Test będzie przeznaczony do użytku zarówno profesjonalnego, jak i 

nieprofesjonalnego. Zestaw może być używany na farmach owoców morza, polach upraw, 

w firmach przetwórczych, sklepach, restauracjach oraz w placówkach ochrony zdrowia. 

Czułość testu wynosi 95%, a swoistość 91,6%. Spośród wszystkich wymienionych obecnie 

dostępnych możliwości identyfikacji próbki, stworzone przeze mnie rozwiązanie wydaje 

się najbardziej korzystną opcją.  

Do dzisiaj nie opracowano szczepionki przeciw norowirusom, a leczenie jest tylko 

objawowe. W celu wsparcia leczenia przetestowano 10 roślinnych ekstraktów: 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), jeżówka purpurowa (Echinacea purpurea L.) i czosnek 

(Allium sativum L.), cynamon (Cinnamomum verum J. Presl) i czosnek (Allium sativum 

L.). Aktywność wirusobójcza dla wszystkich ekstraktów wynosiła co najmniej 99,90%. W 

eksperymencie porównano całkowitą zawartość polifenoli, aktywność wirusobójczą i 

zdolność przeciwutleniającą: im wyższa zawartość polifenoli, tym niższy efekt 

wirusobójczy i zdolność przeciwutleniająca. Suplementacja naturalnymi ekstraktami 

roślinnymi podczas infekcji norowirusowych może być korzystna ze względu na wysoką 

zdolność antyoksydacyjną, może mieć wysoce pożądane działanie wirusobójcze i 

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 I 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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14. SUPLEMENT 

14.1. Opis inkubacji testu szybkiego wykrywania norowirusów 

Warstwa receptorowa została zaprojektowana w następujący sposób: początkowo złotą 

elektrodę (AuE) oczyszczano z kurzu i innych zanieczyszczeń, poprzez mechaniczne 

polerowanie przy pomocy proszku diamentowego (cząstki o średnicy 3 μm), następnie 

wypłukiwano w etanolu i przemywano w wodzie dejonizowanej. Elektrodę pozostawiano 

na powietrzu, w temperaturze pokojowej do wyschnięcia. Powierzchnię elektrody przed 

modyfikacją aktywowano 0,5 M kwasem siarkowym stosując technikę woltamperometrii 

cyklicznej (zakres potencjałów 0-1,4 V) przez 60 cykli. Następnie przystępowano do 

konstrukcji warstwy detekcyjnej. Zaktywowaną powierzchnię złotej elektrody w 

pierwszym etapie zanurzano w 0,05 M l-cysteinie i inkubowano przez 20 h, aby 

spontanicznie utworzyć samoorganizującą się monowarstwę (SAM), tworząc film bogaty 

w grupy tiolowe. Następnie do elektrody AuE/SAM dodawano nanocząsteczki złota i 

pozostawiano do inkubacji w temperaturze 4 °C przez 18 h. W kolejnym kroku, na 

powierzchnię nakładano 20 μl chlorowodorku 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo) 

karbodiimidu - EDC/NHS na dwie godziny, w temperaturze pokojowej. Poprzez 

zastosowanie EDC/NHS tworzyła się dobrze zorientowana monowarstwa, poprawiająca 

kontakt między przeciwciałem a antygenem [1]. Przeciwciało rozcieńczano w stosunku 

1:5000, zgodnie z literaturą [2] a 20 μl nakładano na elektrodę 

AuE/SAM/AuNPs/EDC/NHS na 20 h, w temperaturze 4 °C. Był to przedostatni etap 

procesu. W ostatnim etapie na powierzchnię elektrody nakładano 0,5% albuminy surowicy 

bydlęcej (BSA), inkubowano przez 2 h w temperaturze pokojowej, w celu zablokowania 

miejsc niezwiązanych z powierzchnią zmodyfikowanej elektrody. Kolejne etapy 

modyfikacji przedstawiono schematycznie na Ryc. S1. 
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Rycina S1. Schemat modyfikacji elektrody. SAM - samoorganizująca się monowarstwa ; EDC- 

chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo) karbodiimidu. Legenda: NHS -ester -N-

hydroksysukcynoimidowy, BSA - surowica bydlęca. 

14.2. Prototyp testu szybkiego wykrywania norowirusów  

14.2.1 Jednorazowy czujnik – test 

Czujnik służy do pomiarów impedancji próbki w układzie potencjostatu, który zawiera 

elektrodę odniesienia (RE), charakteryzującą się stałym potencjałem, stanowiącym punkt 

odniesienia podczas bezprądowych pomiarów innych elektrod. Elektroda pomocnicza 

(CE) charakteryzuje się niereaktywnością, posiada dużą powierzchnię i uzupełnia obwód. 

Elektrody posiadają wyprowadzone kontakty elektryczne na krawędzi czujnika w formie 

złącza krawędziowego. Układ ten zawiera 8 elektrod roboczych (WEn), które 

bezpośrednio uczestniczą w reakcjach elektrochemicznych zachodzących w badanym 

roztworze. Elektroda odniesienia RE jest wspólna dla wszystkich elektrod roboczych 

WEn, a jej fragment znajdujący się obok elektrody roboczej WEn tworzy segment 

pomiarowy RE-CEWEn. Wyróżnia się osiem WEn, na które w procesie produkcji 

nanoszona jest warstwa bioczuła. Pole przeciwelektrod jest wspólne dla nich wszystkich. 

W celu uśrednienia wyników, zastosowano osiem pól elektrod roboczych, co odpowiada 

ośmiu otrzymanym widmom impedancji w jednym cyklu pomiaru. 
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Rycina S2. Jednorazowy test – elektroda. 1: wyprowadzające kontakty elektryczne, 2: elektrody robocze, 3: 

elektroda zliczająca, 4: elektroda odniesienia. 

 

 

 

Rycina S3. Zdjęcie z mikroskopu optycznego przedstawiające segment pomiarowy (powiększenie 40x). 

14.2.2. Urządzenie pomiarowe Aquanostic Reader 

Pomiary zostały wykonane przy użyciu urządzenia Aquanostic Reader oraz autorskiej 

aplikacji zbierającej wyniki, będącej własnością intelektualną firmy Food4Future 

Technologies. Urządzenie zostało opracowane w projektach unijnych „FishSensor – prace 

badawczo-rozwojowe nad opracowaniem systemu wykrywającego 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 patogenów na farmach krewetek” (POIR.01.01.01-00-0758/19-

00). Aquanostic Reader to kompaktowy analizator elektrochemiczny zaprojektowany do 

obsługi przez osoby nieposiadające wykształcenia elektrochemicznego. Frontend 

urządzenia został tak zaprojektowany, aby wykorzystywać przetworniki analogowe 
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zintegrowane z mikrokontrolerem. Matryca odpowiada za podłączenie biosensorów do 

sygnałów elektrycznych. Urządzenie działa w szerokim zakresie parametrów, obejmując 

moduł impedancji od 1 kΩ do 1 MΩ, rezystancję od 680 Ω do 10 MΩ, potencjał obwodu 

otwartego od -200 mV do +200 mV oraz częstotliwość pomiaru częstotliwości od 1 Hz do 

1 kHz.  

 

Rycina S4. Urządzenie pomiarowe Aquanostic Reader. 

14.2.3. Zasady działania testu 

Proces pomiaru rozpoczyna się od syntezy sygnału pobudzającego o określonych 

parametrach czułości, amplitudzie i składowej stałej, który jest realizowany przez 

mikrokontroler przy użyciu przetwornika cyfrowo-analogowego (DAC). Sygnał 

wyjściowy trafia następnie do sekcji formatowania sygnału wejściowego, gdzie 

poddawany jest kompresji w celu minimalizacji zniekształceń związanych z procesem 

syntezy. Skompresowany sygnał, poprzez wtórnik napięciowy pełniący rolę bufora, trafia 

do elektrody CE czujnika. Odpowiedź prądowa czujnika na wybranej WE jest mierzona 

przez wzmacniacz transimpedancyjny, a przebieg prądu i napięcia jest rejestrowany przez 

przetworniki analogowo-cyfrowe (ADC). Cyfrowe dane pozyskane z przetworników DAC 

są następnie przetwarzane przez algorytm cyfrowego przetwarzanie sygnałów (DSP), aby 
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obliczyć impedancję zespoloną dla bieżącego punktu pomiarowego. Proces ten jest 

powtarzany dla każdej zdefiniowanej częstotliwości i dla każdego kanału, tworząc tzw. 

cykl pomiarowy. Na pomiar czujnika składa się 560 indywidualnych pomiarów. Test 

wykorzystuje EIS, będącą metodą liniowego pomiaru elektrycznej odpowiedzi badanego 

materiału na pobudzenie elektromagnetycznym sygnałem w szerokim paśmie 

częstotliwości. Metoda ta opiera się na detekcji zmian w impedancji elektrycznej, która 

może być zarejestrowana za pomocą EIS. Impedancja ta może być zinterpretowana i 

wykorzystana do określenia obecności bakterii i wirusów. 

Po nałożeniu na test próbki pozytywnej, widzimy zmianę impedancji – wzrost, który 

wynika z połączenia przeciwciała z norowirusem. Obserwowana reakcja jest wynikiem 

zmiany oporu dla prądu (Ryc. S5). W przypadku naniesienia próbki negatywnej 

obserwujemy niewielką zmianę lub jej brak (Ryc. S6). Zmiana ta wynika z porowatości i 

niedoskonałego pokrycia złotem w procesie galwanizacji elektrod pracujących. 

 

Rycina S5. Widmo impedancyjnę Nyquista, z nałożoną próbką zawierającą norowirusa. Na rycinie widoczna 

jest różnica (wzrost), między piątym a dziesiątym cyklem pomiarowym dla każdej elektrody pracującej.  
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Rycina S6. Widmo impedancyjnę Nyquista z nałożonym materiałem badawczym negatywnym. Na rycinie 

obserwujemy spadek impedancji cyklu piątego względem dziesiątego z trzeciej elektrody pracującej 

(granatowej), oraz brak zmiany na pozostałych.  

14.2.4. Proces inkubacji prototypu testu szybkiego wykrywania norowirusów. 

Proces inkubacji prototypu testu szybkiego wykrywania norowirusów ten przebiegał 

w sposób następujący:  

1. Elektrody przemyto wodą DI, następnie etanolem 75% i ponownie wodą DI. Tak 

przygotowane podłoże osuszono oczyszczonym sprężonym powietrzem. Elektrodę 

aktywowano przy użyciu 0,5 M kwasu siarkowego przez 60 cykli metodą 

woltamperometrii cyklicznej (zakres potencjałów 0 - 1,4 V, aż do uzyskania 

stabilnego woltamperogramu); 

2. Nałożono L-cysteinę w stężeniu 50 mM (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 

Stany Zjednoczone), a następnie inkubowano przez 24 h w temperaturze pokojowej 

przy 100% wilgotności. Elektrody zostały następnie spłukane roztworem PBS 

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, Stany Zjednoczone) i osuszone za pomocą 

oczyszczonego sprężonego powietrza; 

3. Nałożono nanocząstki złota o średnicy 5 nm (Sigma-Aldrich, Saint Louis, 

Missouri, Stany Zjednoczone) i inkubowano przez 18 h w 4 °C przy 100% 

wilgotności. Ponownie spłukano elektrodę roztworem PBS i osuszono ją 

oczyszczonym sprężonym powietrzem; 

4. Nałożono mieszaninę EDC/NHS (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, Stany 

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

 

 



 

117 

wilgotności. Elektrodę ponownie spłukano roztworem PBS i osuszono 

oczyszczonym sprężonym powietrzem; 

5. Nałożono przeciwciała, Anti-Norovirus (MNV-1) Antibody, clone 5C4.10 9 

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, Stany Zjednoczone) w stężeniu 0.10 

mg/mL i inkubowano przez 22 h w 4 °C przy 100% wilgotności. Następnie 

elektrodę spłukano roztworem PBS i osuszono oczyszczonym sprężonym 

powietrzem; 

6. Nałożono surowicę bydlęcą (BSA) w stężeniu 3% i inkubowano przez 2 h w 

temperaturze pokojowej przy 100% wilgotności. Elektrodę ponownie spłukano 

roztworem PBS i osuszono oczyszczonym sprężonym powietrzem. 

Szczegółowy proces nakładania materiałów zamieszczono na Rycinie S7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina S7. Procedura inkubacji i testu szybkiego wykrywania norowirusów. Na złotą elektrodę nałożono L-

cysteinę, która wytworzyła samoorganizującą się monowarstę. Dodano nanocząstki złota oraz EDC- 

chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo) karbodiimidu, NHS -ester -N-

hydroksysukcynoimidowy, przeciwciało oraz BSA - surowica bydlęca. Na tak przygotowany test nakładano 

próbki zawierające norowirusa, który łączył się z przeciwciałem. 

W Tabeli SI zaprezentowano wyniki próbek na których odbywała się walidacja. 
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Tabela SI. Wyniki RT-qPCR materiału badawczego.  

Numer 

próbki 
Zawartość próbki 

Wynik RT-qPCR [Cq] 

MNV 
HuNoV 

GI 

HuNoV 

GII 

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 
płyn znad hodowli linii 

komórkowej RAW 264.7  
0 0 0 

5 
płyn znad hodowli linii 

komórkowej RAW 264.7  
0 0 0 

6 
płyn znad hodowli linii 

komórkowej RAW 264.7  
0 0 0 

7 
płyn znad hodowli linii 

komórkowej RAW 264.7  
0 0 0 

8 
płyn znad hodowli linii 

komórkowej RAW 264.7  
0 0 0 

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 
płyn, w którym był zawieszony 

HuNoV 
0 0 0 

15 
płyn, w którym był zawieszony 

HuNoV 
0 0 0 

16 
płyn, w którym był zawieszony 

HuNoV 
0 0 0 

17 
płyn, w którym był zawieszony 

HuNoV 
0 0 0 

18 
płyn, w którym był zawieszony 

HuNoV 
0 0 0 

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 

28 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 sałata lodowa 0 0 0 

35 sałata lodowa 0 0 0 

36 sałata lodowa 0 0 0 

37 borówka amerykańska 0 0 0 

38 borówka amerykańska 0 0 0 

39 borówka amerykańska 0 0 0 

40 malina właściwa 0 0 0 

41 malina właściwa 0 0 0 

42 malina właściwa 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 

47 ostryga pacyficzna 0 0 0 

48 ostryga pacyficzna 0 0 0 

 

14.2.5. Walidacja testu szybkiego wykrywania norowirusów 

Na rycinach S8-S61 przedstawiono widmo impedancyjne Nyquista (wyniki z aplikacji 

wizualizującej pomiar „kjulog” stworzoną przez firmę Food4Future Technologies) 

ilustrujące zmiany impedancji w czasie pomiaru. Oś X reprezentuje rzeczywistą część 

impedancji, czyli Re(Z), a oś Y reprezentuje ujemną część części urojonej impedancji, 
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czyli -Im(Z). Wartości na osi wyrażono w kiloohmach. Wykres obejmuje 7 elektrod 

pracujących, z których każde zostało oznaczone kolorem: pole 1 (kontrola) - 

nieuwzględnione na wykresie, pole 2 - ciemna zieleń, pole 3 - granat, pole 4 - jaskrawy 

zielony, pole 5 - błękitny, pole 6 - różowy, pole 7 - żółty, pole 8 - szary. Każde pole zostało 

poddane pomiarowi przez 10 cykli (każdy cykl dla danej elektrody pracujące zostały 

oznaczony takim samym kolorem, z uwzględnianiem numeru cyklu). W 6 cyklu 

pomiarowym do każdego pola dodano badaną próbkę. W celu lepszej czytelności reakcji, 

na wykresach uwzględniono tylko cykle 5 i 10. Gdzie widoczna jest różnica w kontroli 

pozytywnej. Na części rycin widoczne są spadki impedancji, które przypuszczalnie mogły 

być spowodowane, nie pełnym pokryciem złotem w procesie galwanicznym elektrod 

pracujących.  

 

 
 

Rycina S8. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką MNV. 
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Rycina S9. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką HuNoV. 

 

 
 

Rycina S10. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką sałaty lodowej zmieszanej z MNV. 
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Rycina S11. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką borówki amerykańskiej zmieszanej z MNV. 

 

 
 

Rycina S12. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką maliny właściwej zmieszanej z MNV. 
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Rycina S13. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką krewetki tygrysiej zmieszanej z MNV. 

 

 

 

Rycina S14. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką ostrygi pacyficznej zmieszanej z MNV. 
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Rycina S15. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką sałaty lodowej zmieszanej z próbką HuNoV. 

 

 

 

Rycina S16. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką borówki amerykańskiej zmieszanej z próbką 

HuNoV. 
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Rycina S17. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką maliny właściwej zmieszanej z próbką 

HuNoV. 

 
 

Rycina S18. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką krewetki tygrysiej zmieszanej z próbką 

HuNoV.  
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Rycina S19. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką ostrygi pacyficznej zmieszanej z próbką 

HuNoV 

 

  

Rycina S20. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Proteus mirabilis zmieszanej z MNV. 
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Rycina S21. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Escherichia coli zmieszanej z MNV. 

 

 
 

Rycina S22. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Salmonella spp. zmieszanej z MNV. 
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Rycina S23. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Yersinia enterocolitica zmieszanej z MNV. 

 

 

 

Rycina S24. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Klebsiella pneumoniae zmieszanej z MNV. 
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Rycina S25. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Proteus mirabilis zmieszanej z próbką 

HuNoV. 

 

 
 

Rycina S26. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Escherichia coli zmieszanej z próbką HuNoV. 
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Rycina S27. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Salmonella spp. zmieszanej z próbką HuNoV. 

 

 

 

Rycina S28. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Yersinia enterocolitica zmieszanej z próbką 

HuNoV.  
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Rycina S29. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Klebsiella pneumoniae zmieszanej z próbką 

HuNoV. 

 

 

 

Rycina S30. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką płynu znad hodowli komórek RAW 264.7. 
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Rycina S31. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką płynu, w którym był zawieszony HuNoV.  

 

 

 

Rycina S32. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką sałaty lodowej. 
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Rycina S33. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką borówki amerykańskiej. 

 

  

Rycina S34. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką maliny właściwej. 
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Rycina S35. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką krewetki tygrysiej. 

 

 

 

Rycina S36. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką ostrygi pacyficznej. 
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Rycina S37. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką sałaty lodowej zmieszanej z próbką płynu 

znad hodowli komórek RAW 264.7. 

 

 

Rycina S38. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką borówki amerykańskiej zmieszanej z próbką 

płynu znad hodowli komórek RAW 264.7. 
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Rycina S39. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką maliny właściwej zmieszanej z próbką płynu 

znad hodowli komórek RAW 264.7. 

 

 

Rycina S40. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką krewetki tygrysiej zmieszanej z próbką płynu 

znad hodowli komórek RAW 264.7. 
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Rycina S41. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką ostrygi pacyficznej zmieszanej z próbką płynu 

znad hodowli komórek RAW 264.7. 

 

 

 

Rycina S42. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką sałaty lodowej zmieszanej z płynem, w którym 

był zawieszony HuNoV. 
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Rycina S43. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką borówki amerykańskiej zmieszanej z próbką 

płynu, w którym był zawieszony HuNoV. 

 

 

 

Rycina S44. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką maliny właściwej zmieszanej z próbką płynu, 

w którym był zawieszony HuNoV. 
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Rycina S45. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką krewetki tygrysiej zmieszanej z próbką płynu, 

w którym był zawieszony HuNoV. 

 

 

Rycina S46. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką ostrygi pacyficznej zmieszanej z próbką płynu, 

w którym był zawieszony HuNoV. 
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Rycina S47. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Proteus mirabilis.  

 

 

 

Rycina S48. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Escherichia coli. 



 

141 

 

 

Rycina S49. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Salmonella spp. 

 

 

 

Rycina S50. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Yersinia enterocolitica. 
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Rycina S51. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Klebsiella pneumoniae. 

 

 

 

Rycina S52. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Proteus mirabilis zmieszanej z próbką płynu 

znad hodowli komórek RAW 264.7. 
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Rycina S53. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Escherichia coli zmieszanej z próbką płynu 

znad hodowli komórek RAW 264.7. 

 

 

Rycina S54. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Salmonella spp. zmieszanej z próbką płynu 

znad hodowli komórek RAW 264.7. 
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Rycina S55. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Yersinia enterocolitica zmieszanej z próbką 

płynu znad hodowli komórek RAW 264.7. 

 

 

 

Rycina S56. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Klebsiella pneumoniae zmieszanej z próbką 

płynu znad hodowli komórek RAW 264.7. 
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Rycina S57. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Proteus mirabilis zmieszaną z próbką płynu, 

w którym był zawieszony HuNoV. 

 

  

Rycina S58. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Escherichia coli zmieszaną z próbką płynu, 

w którym był zawieszony HuNoV. 
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Rycina S59. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Salmonella spp. zmieszaną z próbką płynu, w 

którym był zawieszony HuNoV. 

 

  

Rycina S60. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Yersinia enterocolitica ze zmieszaną próbką 

płynu, w którym był zawieszony HuNoV. 
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Rycina S61. Przykładowy wykres dla testu z nałożoną próbką Klebsiella pneumoniae ze zmieszaną próbką 

płynu, w którym był zawieszony HuNoV. 

Zwalidowany test został wdrożony do oferty firmy Food4Future Technologies (Ryc. S62). 
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Rycina S62. Asortyment marki Fish Farm Solutions (zrzut ekranu z strony https://fishfarmsolutions.eu/ z 

dnia 07.06.2024 r). 
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