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Zjonizowane powietrze wptywa na
infekcyjnosc¢ wirusa grypy

i zapobiega jego przenoszeniu
droga powietrzng

Marie Hagbom®", Johan Nordgren®", Rolf Nybom?, Kjell-Olof Hedlund?, Hans Wigzell® &
Lennart Svensson?

Przy pomocy zmodyfikowanego jonizatora opisaliSmy efektywna metode zapobiegania infekcji wirusa grypy A (szczep Panama 99;
przenoszony droga powietrzng) u zwierzat oraz inaktywacje wirusa (>97%). Aktywny jonizator zapobiegt 100% (4/4) infekcji u swinek
morskich. Ponadto, urzadzenie efektywnie pochtaniato przenoszone droga powietrzng kaliciwirusy, rotawirusy oraz wirusy grypy przy
stopniu [recovery rates] rownym 21% po 40 minutach w pomieszczeniu o objetosci 19 m3. Jonizator generuje jony ujemne, w ten
spos6b nadaje ujemny tadunek czasteczkom znajdujagcym sie w powietrzu / kropelkom aerozolu i przycigga je elektrostatycznie do
dodatnio natadowanej ptytki pochtaniajacej. Uwiezione wirusy sa nastepnie identyfikowane przy pomocy metody qPCR z odwrotng
transkrypcja w czasie rzeczywistym. Urzadzenie to zapewnia unikalne mozliwosci szybkiego i prostego usuwania wiruséw z powietrza,

a takze jednoczesnej identyfikacji i zapobiegania przenoszeniu wiruséw droga powietrzna.

Istnieje zapotrzebowanie na proste, przenosne i czute urzadzenie do ewakuacji, eliminacji oraz identyfikacji wiruséw z powietrza, w celu
szybkiego wykrywania oraz zapobiegania wybuchom infekcji oraz rozprzestrzeniania sie choréb zakainych.1 Kazdego roku choroby zakazne
powodujg miliony zgondéw na catym swiecie. Wiele sposrod najczesciej wystepujacych patogendw rozprzestrzenia sie drogg kropelkowa lub
przez aerozole (kaszel, kichanie, wymioty itp)‘z'5 Wiedza na temat mechanizmdw rozprzestrzeniania sie drogg kropelkowa jest dla wigkszosci
patogendw ograniczona, mimo ze dla wielu z nich (w tym réwniez wirusdw) jest to wazna droga rozprzestrzeniania sie.6

Obecnie nie istnieje zadna prosta i sprawdzona technologia umozliwiajgca tatwg ewakuacje wiruséw z powietrza oraz ich identyfikacje.
Problemu nie stanowi technologia analizy - metody, takie jak PCR w czasie rzeczywistym zapewniaja wysoka czutos¢ wykrywania wiekszosci
patogenéw.” Komplikacje pojawiajg sie na etapie opracowania efektywnej metody probkowania matych czasteczek powietrznych (w tym
wiruséw) z duzych objetosci powietrza. Ponadto, metoda préobkowania powinna by¢ solidna i prosta w obstudze, dzieki czemu mozliwe
bedzie jej wykorzystywanie w réznego rodzaju otoczeniach. Obecnie, najczesciej stosowane metody ewakuacji patogendw z powietrza sg
oparte na modelu przeptywu powietrza i modelu cieczy.m'15 Urzadzenia te sg skomplikowane, a ich efektywno$¢ nie zostata doktadnie
oceniona.

Najwieksze znaczenie ma rozprzestrzenianie sie choréb zakaznych w szpitalach.le'18 Niekiedy pojawia sie zapotrzebowanie na
oczyszczenie otoczenia z patogendw i innych czasteczek - np. na salach operacyjnych oraz w miejscach przebywania pacjentéw
immunosupresyjnych i pacjentéw z powaznymi alergiami. Pojawia sie wowczas zapotrzebowanie nie tylko na probkowanie i identyfikacjew,
ale réwniez eliminacje wiruséw i innych patogendw z powie'crza.20 Wykazano, ze ozon dezaktywuje norowirusy i moze by¢ stosowany do
dekontaminacji powierzchni w pustych pomieszczeniach, jednak ze wzgledu na jego toksycznosé, nie nalezy go stosowaé w otoczeniu,
w ktéorym znajduja sie pacjenci.21 Generowanie aniondw dowiodto swojej skutecznosci w redukcji przenoszenia wirusa choroby
2223 6raz kilku rodzajow bakterii**** w otoczeniach eksperymentalnych.

Jonizator wykorzystany w tym badaniu jest zasilany pragdem 12 V i generuje ujemng jonizacje w polu elektrycznym, ktére koliduje
i taduje czasteczki aerozolu.

Newcastle

! Division of Molecular Virology, Department of Clinical and Experimental Medicine, University of Linkoping, 581 85 Linkdping, Sweden.
2Department of Microbiology, Karolinska Institute, Stockholm, Sweden. 3Department of Diagnostics and Vaccine, Swedish Institute for
Communicable disease Control, Stockholm, Sweden.

* Wymienieni autorzy mieli rowny wktad w te prace. W celach korespondencyjnych oraz w celu uzyskania materiatéw prosze kontaktowacd
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llustracja 1. Jonizator Airpoint z ptytka pochtaniajaca (rozmiar 13 x 35 cm) (a). Jonizator zostat wyprodukowany w oparciu o technologie
jonizacji przeptywowej (lon-Flow lonizing Technology) opracowana w Szwecji (LightAir AB, Solna, Sweden) i zostat zmodyfikowany poprzez
zainstalowanie plastikowej nasadki z dodatnio natadowang powierzchnig przewodzacg o $rednicy 47 mm, w charakterze ptytki
pochtaniajacej; Rozpylone wczesniej i przechwycone czasteczki lateksu (>1 do <10 um) na aktywnym (b) i nieaktywnym (c) jonizatorze (pasek
skali = 10 uM); Rotawirus (d); oraz wirus grypy (HIN1; szczep Salomon Island) (e) uwiezione na aktywnym jonizatorze,

(Pasek na skali = 50 nm).

S3 one nastepnie przyciggane przez dodatnio natadowang ptytke pochtaniajaca. Z przyczyn bezpieczenstwa ptytka pochtaniajgca posiada
bardzo niskie natezenie (ponizej 80uA), natomiast jonizator dysponuje napieciem ponad 200,000 eV, co umozliwia wytwarzanie kilku
miliardow elektronéw na sekunde. Ponadto, urzadzenie to nie wytwarza ozonu na wykrywalnym poziomie, dlatego moze by¢ bezpiecznie
stosowane we wszystkich otoczeniach.

Technika ta jest znana ze swojej skutecznosci w efektywnym pozyskiwaniu i eliminacji alergendw z powie'trza.26 Rozpylone czasteczki
rotawiruséw, kaliciwirusdw oraz wiruséw grypy wystawione na dziatanie jonizatora s przyciggane do ptytki pochtaniajacej, a nastepnie
identyfikowane przez mikroskop elektronowy i metode gPCR z odwrotng transkrypcja w czasie rzeczywistym. Co najwazniejsze,
przedstawiliémy, ze technologia ta moze by¢ stosowana do zapobiegania infekcjom wirusa grypy na drodze kropelkowej.

Wyniki

Wizualizacja i skutecznos¢ probkowania aerozolowego okreslone przez mikroskopie elektronowa. W celu opracowania
i walidacji techniki jonizacji do pobierania oraz identyfikacji patogenéw wirusowych, wykorzystaliSmy kilka typéw wiruséw o duzym
znaczeniu klinicznym: kaliciwirusy, rotawirusy oraz wirusy grypy (H3N2, szczep Salomon Island), a takze czasteczki lateksu. Kaliciwirus psi
(CaCV, szczep 48) zostat wykorzystany jako surogat27 dla ludzkiego norowirusa, stanowigcego przyczyne tzw. zimowej choroby zotgdka,
powodujgcego wybuchy epidemii o duzym znaczeniu klinicznym i ekonomicznymzs. Rotawirus Rhesus zostat wykorzystany jako marker-
surogat dla ludzkiego rotawirusa.”

Urzadzenie (ilustracja 1a) sktada sie z matego jonizatora (zasilanie 12 V) z przymocowang do niego dodatnio natadowang ptytke

pochtaniajacg, ktdra przycigga ujemnie natadowane czasteczki (oddziatywanie elektrostatyczne). Aby okre$li¢ optymalne parametry
przyciggania czasteczek, w pomieszczeniu o objetosci 19 m’ rozpylono czasteczki lateksu o rozmiarze <1 do >10 pm.
Testy wykazaty, ze do usuniecia >90% wolnych czasteczek lateksu w powietrzu potrzeba 40-60 minut (zliczanie czasteczek w czasie
rzeczywistym - PortaCount Plus). Urzadzenie do zliczania czasteczek wykrywa czgsteczki o rozmiarze powyzej 0,02 uM. Wizualizacja ze
skaningowym mikroskopem elektronowym (SEM) na siatkach z aktywnych i nieaktywnych ptytek pochtaniajacych jonizatora wykazata, ze
przycigganie czasteczek lateksu byto istotnie wieksze na ptytkach aktywnych w poréwnaniu do ptytek nieaktywnych (ilustracja 1b, c).
Nastepnie, w tym samych warunkach rozpylono duzg ilo$¢ rotawiruséw i wirusdéw grypy inaktywowanych formalina.
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llustracja 2. PCR w czasie rzeczywistym na uwiezionych rotawirusach (a), kaliciwirusach (b) oraz wirusie grypy (H1N1, szczep
Salomon Island) (c). Nalezy zwrdci¢ uwage, ze w jonizatorze nieaktywnym nie wykryto wirusa grypy.
lloé¢ znebulizowanego llos¢ wirusa na ptytce llo$¢ wirusa na plytce Recovery (%) Recovery (%) Stosunek (%)
wirusa Aktywna (geny / Nieaktywna Aktywna Nieaktywna (Aktywna /
(geny / reakcja PCR) reakcja PCR) +SE (geny / reakcja PCR) nieaktywna)
CaCV
1.88x 107 1.18x105 = B.4x10* 73 0.63% 0.00039% 1620
1.99x10¢ 7.36x10%+ 2.16x103 ~5 0.37% ~(0.00024%  ~1520
9.93 x 10° 1.66x10°% 4.63x102 e wykeyto 0.17% NA NA
2.20x10° 8.11x10%= nie wykrrto 0.37% NA NA
1.56 x 10+ 1.65x10%+ 9.67x 107 nie wykrrto 10.60% NA NA
1.87x10° 386x10%+ 1,.27x102 nie wykryto 21% NA NA
RRV
2.23 x10¢ 7.54x10% + 6.74x102 ~2-3 0.34% ~0.00011%  ~3000
485x105 640x10%+ 86 e wykryto 0.13% NA NA
9.13x10* 41 £21 nie wykiylo 0.05% NA NA
Wirus grypy
4.30 x 10¢ 333x10% % 7.22x102 nie wykrvto 0.08% NA NA

Tabela 1. Skutecznosé pozyskiwania CaCV, rotawiruséw Rhesus (RRV) oraz wirusa grypy A w formie aerozolu w rézych stezeniach,
okreslona przez PCR w czasie rzeczywistym. a) Badanie to zostato przeprowadzone tylko raz.

Podczas gdy po 40 minutach nieaktywne ptytki pochtaniajace zawieraty niewiele (<5) rotawiruséw i wirusdw grypy, aktywne ptytki
pochtaniajagce zawieraty >50 czasteczek wirusdw, co zostato ustalone przy pomocy transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM)
(ilustracja 1 d, e).

i sity elektrostatyczne powodujg przycigganie rozprzestrzenionych droga

kropelkowa wiruséw, co zostato okreslone przy pomocy qPCR w czasie rzeczywistym.
zdolnos$¢ technologii gPCR w czasie rzeczywistym do ilosciowej oceny pochtaniania i koncentracji wiruséw przez jonizator. Przeprowadzono

Zjonizowane powietrze

Nastepnie okreslilismy

trzy niezalezne badania z kazdym sposréd trzech wiruséw. W kazdym badaniu zastosowano takie samo stezenie wirusdw (ilustracja 2a-c).
Mimo ze proces pochtaniania i identyfikacji sktada sie z kilku krokdw, system wykazywat solidnos$¢ pod katem odtwarzalno$ci. Dane z gPCR
w czasie rzeczywistym wykazaty, ze aktywny element pochtaniajacy koncentruje i pozyskuje wirusy 1500-3000 razy bardziej efektywnie niz
element pochtaniajacy nieaktywny (tabela 1). Kiedy zastosowano inne rozciericzenia wirusdw w rozpylonej mieszance aerozolowej,
proporcje zebranych wiruséw na aktywnym elemencie pochtaniajgcym byty w zakresie od 0,1 do 0,6% dla CaCV, rotawirusa oraz wirusa
grypy. A reproducible finding with regard to CaCV was a significant increase in relative recovery at the lowest concentrations increasing to
10-20% of the total amount of virus aerosolized (Table 1).

c

C
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0.74x 10-4 1.24x10-4 40.1% 2.96x10-2 <7.83x10-4a >97.4%a

IRRV brak danych brak danych brak danych 4.86 x 10-1 <7.66 x 10-3a >98.4%a

Tabela 2. Redukcja infekcyjnosci kaliciwirusa psiego (CaCV) i rotawirusa Rhesus (RRV). * Pod progiem wykrywania (1- PFU/ml)
w badaniu infekcyjnosci.

g #m Przekrycie (ptyta MDF)

== Metalowa siatka

40 cm

! Podstawa (ptyta MDF)
i krawedz okoto 5 cm

A B

llustracja 3. Uktad elementéw w badaniu przenoszenia wirusa grypy (H3N2, Pan/99) droga kropelkowa pomigdzy swinkami morskimi.
Swinki morskie (n = 4) zostaty wewnatrznosowo zainfekowane dawkga 5x103 PFU wirusa Pan/99 w objetosci 100 ul (50 ml do kazdego
nozdrza). Wszystkie 4 zainfekowane zwierzeta zostaty umieszczone w klatce eksperymentalnej "A". 30 godzin po zakazeniu 4 niezakazone
$Swinki morskie zostaty umieszczone w klatce "B". Przeptyw powietrza ze strony lewej do prawej. Powietrze byto wymieniane 17 razy
dziennie. Wypetniony prostokat = jonizator.

Zjonizowane powietrze redukuje infekcyjnos¢ kaliciwirusow i rotawirusGw. Nastepnie okreslilismy, czy zebrane
wirusy utrzymaty swojg infekcyjnosé¢ po wystawieniu na dziatanie anionéw lub po wystawieniu na dziatanie dodatnio natadowanej ptytki
pochfaniajgcej. Rozpylono, a nastepnie w ciggu 40 minut zebrano do aktywnej ptytki pochtaniajacej (zawierajgcej 1 mL pozywki Eagles MEM)
5 ml pozywki Eagles Minimal Essential Media (Eagles MEM) zawierajacej 1x106 PFU rotawirusa (CaCV). Wirusy CaCV w pozywce hodowlanej
zostaty réwniez wystawione bezposrednio na aktywng i nieaktywna ptytke pochtaniajgca (bez rozpylania). Infekcyjnosé wiruséw zostata
zasadniczo okreslona i opisanaao. Poréwnano stosunek pomiedzy liczbg kopii genomu wiruséw oraz infekcyjnoscig u wiruséw rozpylonych,
wirusow bezposrednio wystawionych na dziatanie ptytki pochfaniajacej aktywnej i nieaktywnej oraz inwentarzem wiruséw. Wirus CaCV
wystawiony na dziatanie aktywnej ptytki pochtaniajacej (bez rozpylania) wykazat niewielkg redukcje infekcyjnosci (~40%) w poréwnaniu do
wirusa, ktdry zostat uwieziony na nieaktywnej ptytce pochtaniajacej (tabela 2). Z kolei infekcyjnos¢ wirusa rozpylonego zostata zredukowana
az o >97%, co wskazuje, ze to jonizacja aerozolu, a nie wystawienie na dziatanie dodatnio natadowanej ptytki pochtaniajacej odpowiada
w najwiekszym stopniu za redukcje infekcyjnosci.

Dalsze préby podtrzymaty hipoteze, ze to jonizacja odpowiada za redukcje infekcyjnosci wiruséw - przeprowadzono neubulizacje
rotawirusa bez jonizacji i umozliwiono uwiezienie go na nieaktywnej ptytce pochtaniajgcej. Ptytki pochtaniajace rozmieszczono w odlegtosci
30 cm od nebulizatora. Ustalono, ze stosunek kopii genomu do infekcyjnosci pozostat niezmieniony wzgledem inwentarza poczatkowego
wirusow, co sugeruje, ze inaktywacja wirusdw jest zwigzana z jonizacjg powietrza.

Jonizacja powietrza i sity elektrostatyczne zapobiegaja infekcjom wirusa grypy (A/Panama) droga

powietrzna u $winek morskich. Nastepnie wykorzystalisSmy model ze $winka morska31-33 do zbadania, czy zjonizowane
powietrze i sity elektrostatyczne mogga zapobiegaé grypie (wirus A/Panama (Pan/99)) przenoszonej droga kropelkowa pomiedzy $winkami
morskimi. Powietrzny / kropelkowy model przenoszenia31 opiera sie na dwdch oddzielnych klatkach z jonizatorem umieszczonym pomiedzy
nimi (ilustracja 3). Cztery $winki morskie zostaty zainfekowane drogg wewnatrznosowg dawkg 5x103 PFU szczepu Pan/9931 i umieszczone
w klatce "A" (ilustracja 3). 30 godzin po infekcji (h p.i.) 4 niezakazone $winki morskie zostaty umieszczone w klatce "B", w odlegtosci 15 cm od
zakazonych zwierzat (ilustracja 3), bez kontaktu fizycznego. Jonizator zostat umieszczony pomiedzy klatkami "A" i "B". Przeprowadzono dwie
identyczne préby, jedna z aktywnym jonizatorem umieszczonym pomiedzy klatkami i jedna z jonizatorem nieaktywnym.
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llustracja 4. Aktywny jonizator zapobiega infekcjom wirusa grypy (H3N2, Pan/99) przenoszonym droga kropelkowa u $winek morskich.
Podczas gdy aktywny jonizator zapobiegt wystapieniu reakcji immunologicznej na wirusa grypy u 4 z 4 Swinek morskich wystawionych na
jego dziatanie, w przypadku stosowania jonizatora nieaktywnego doszto do infekcji u 3 z 4 zwierzat. Wykres pokazuje miana przeciwciat (test
ELISA) przed infekcja (przed podaniem surowicy 1,2,3 oraz 4) oraz w dniu 21 po ekspozycji na wirusa grypy (po podaniu surowicy 1,2,3 oraz
4). W skrdcie, wirus grypy HIN1; (SBL Influenza Vaccine, Sanofi Pasteur, Lyon, France) zostat naniesiony na ptytki ELISA i byt inkubowany

z dwukrotnie rozciericzong surowicg swinek morskich (pre i post) followed by biotinylated rabbit-anti-guinea pig antibody, HRP conjugated
streptavidin and TMB substrate as described in Methods. Za wartos¢ odciecia (linia kreskowana) (0.284 OD) przyjeto wartos¢ srednig

w grupie kontrolnej negatywnej +2SD.

Niezakazone zwierzeta w klatce "B" zostaty wystawione na 24 godziny na przeptyw powietrza z klatki "A", w ktdrej znajdowaly sie
4 zakazone swinki morskie, a nastepnie zostaly one umieszczone w oddzielnie wentylowanych klatkach na kolejne 21 dni, aby zapewnic, ze
jedynym przedziatem czasowym, w ktorym mogto dojs¢ do infekcji byty 24 godziny ekspozycji na powietrze z klatki "A" z zakazonymi
zwierzetami. qPCR w czasie rzeczywistym na podstawie biopsji z ptuc i tchawicy z 54 godziny po zakazeniu (od zwierzat zakazonych
wewnatrznosowo) wykazata, ze 3 z 4 $winek morskich w obu badaniach zarazito sie¢ wirusem grypy.

Ocenilismy przenoszenie infekcji od zwierzat w klatce "A" do zwierzat w klatce "B" na podstawie wystapienia reakcji immunologicznej
21 dni po ekspozycji. Wyniki przedstawione na ilustracji 4 wskazujg, ze gdy jonizator byt nieaktywny, 3 z 4 niezainfekowanych i narazonych
zwierzat rozwineto reakcje immunologiczng specyficzng dla grypy (z przeciwciatami 1gG). Kiedy jonizator byt natomiast aktywny, zadne
z 4 zwierzat w klatce "B" nie rozwineto odpowiedzi immunologicznej na wirusa grypy (ilustracja 4). Ponadto, RNA wirusa grypy byto
wykrywane przez PCR w czasie rzeczywistym (chociaz tylko w niewielkich stezeniach) na ptytce pochtaniajacej aktywnej jonizatora, a nie byto
to mozliwe w przypadku jonizatora nieaktywnego, co wskazuje, ze jonizator rzeczywiscie pochtaniat wirusy wydalane przez zakazone
zwierzeta w klatce "A".

Dyskusja

OpisaliSmy prosty jonizator zasilany pragdem 12V, ktéry moze zapobiec rozprzestrzenianiu sie infekcji wirusowych pomiedzy zwierzetami
drogg powietrzng w otoczeniu kontrolowanym, przy jednoczesnym pochtanianiu i szybkiej identyfikacji wiruséw. W pofaczeniu z gPCR
w czasie rzeczywistym, metoda probkowania umozliwia szybkie wykrywanie i zliczanie pewnych wiruséw o duzym znaczeniu klinicznym dla
ludzi (np. wirus grypy, rotawirusy, kaliciwirusy). Urzadzenie sktada sie z niewielkiego przenosnego jonizatora, do ktérego przymocowany jest
natadowany dodatnio element prébkujacy, ktéry przycigga ujemnie natadowane czasteczki z powietrza. Opisywany tu nowoczesny jonizator
posiada zalety, takie jak prosta obstuga, wysoka trwatos$¢ oraz szerokie zastosowanie z réznymi patogenami przenoszonymi droga
powietrzng.

Obserwacja istotnie wiekszej ilosci czasteczek rotawiruséw CaCV wykrytych na jonizatorze aktywnym w poréwnaniu do jonizatora
nieaktywnego (ok. 1500-3000 razy wiecej), prowadzi do wniosku, ze metoda ta moze aktywnie i wydajnie pochtania¢ czasteczki wiruséw
z powietrza. W podobny sposdb wizualizacja SEM czasteczek lateksu ujawnita, ze na elemencie aktywnym zbieraty sie czasteczki lateksu
wszystkich rozmiaréw. Nalezy zwréci¢ uwage, ze zaobserwowano pochtanianie czasteczek w bardzo szerokim zakresie rozmiaru (35 nm do
10 pum), co réwniez sugeruje szerokie spektrum zastosowania tej technologii. Jednakze, zbyt duze czasteczki moga spowodowa¢ redukcje
pochfaniania (recovery), gdyz pozostaja one w powietrzu krécej.”’34

Co ciekawe, gdy rozpylilismy niewielkie ilosci CaCV (1.56 x 104 kopii genu i 1.87 x 103 kopii genu) zaobserwowali§my pochtanianie rzedu
odpowiednio 10.6 i 21%. Istotnie wyzsza wydajnos$¢ przy mniejszej dystrybucji wiruséw w powietrzu moze by¢ zwigzana z mniejsza agregacja
wiruséw z innymi wirusami lub z ich czasteczkami (pozostatosciami), ktére dtuzej pozostaja w powietrzu, przez co element pochtfaniajacy
wywiera silniejsze dziatanie elektrostatyczne.
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Ponadto, prawdopodobne jest, ze wiele czasteczek trafi na sciany ptytki pochtaniajacej lub obszary sasiadujgce z ptytka pochtaniajgca na
jonizatorze. Czasteczki te nie zostang zliczone przez PCR w czasie rzeczywistym, przez co sity elektrostatyczne mogg zosta¢ niedoszacowane.
W przypadku rozpylenia wirusdw w wiekszym stezeniu, zjawisko to moze doprowadzi¢ do niedoszacowania [recovery].Wykorzystujgc CaCV,
rotawirusy i wirusy grypy przeprowadziliimy 3 niezalezne badania dla kazdego stezenia rozpylonego wirusa, w celu oceny odpornosci
(rzetelnosci) oznaczania na wszystkich jego etapach (pochtanianie z aktywnym jonizatorem, ekstrakcja RNA, synteza cDNA i PCR w czasie
rzeczywistym). Pomimo obecnosci kilku krokéw od pozyskania do identyfikacji, metoda oznaczania okazata sie byé bardzo odporna
(rzetelna), poniewaz minimalna i maksymalna ilos¢ wiruséw z kazdego niezaleznego pomiaru byta zawsze w zakresie 1 log (ilustracja 2).

Zagadnienie dezaktywacji wiruséw przez sity elektrostatyczne nie zostato dotad doktadnie zbadane.®® W naszym badaniu rotawirus
i CaCV utracity infekcyjno$¢ w stopniu istotnym ((>97%) - CaCV z 3.0 x 10-2 do <7.8 x 10-4, a rotawirus 4.9 x 10-1 do <7.6 x 10-3)
W zjonizowanym powietrzu, co zostato okreslone w stosunku infekcyjnosci do kopii gendw. Mechanizm inaktywacji nie zostat w tym badaniu
dokfadnie opisany, ale moze on obejmowac formy reaktywne lub zwigkszenie tadunku biatek, co moze powodowa¢ opisang wczesniej
dezaktywacje wirusa.>**’ Redukcja infekcyjnosci byta ttumaczona reaktywnymi formami tlenu i dziataniem ozonu, poprzez reakcje
peroksydaciji lipidow i biatek, ktére mogg powodowac uszkadzanie i niszczenie otoczki lipidowej oraz kapsydu biaikowego.36 W szczegodlnosci,
peroksydacja biatek moze odgrywac kluczowa role w inaktywacji wiruséw bez otoczki, takich jak adenowirus, poliwirus i inne enterowirusy
(rotawirusy i kaliciwirusy). Sadzi sie, ze wirusy posiadajagce otoczke tracg infekcyjno$é na skutek peroksydacji lipidéw. Jednakze,
cytotoksyczno$é ozonu stanowi najwieksza przeszkode w jego klinicznym zastosowaniu. Wykazano, ze zwiekszanie stezenia jonow
w powietrzu skutecznie chroni kurczaki przed Smiertelng chorobg Newcastle przenoszong droga powietrznel.23 Doktadny mechanizm
inaktywacji wirusdw przez aniony nie zostat jak dotad poznany i wymaga dalszych badan. Jednakze, w badaniu z wykorzystaniem
generowania jonéw ujemnych i dodatnich, wirus grypy zostat zdezaktywowany pomimo pomijalnego poziomu ozonu (0,005 ppm lub
mniej).”’

Nasze urzgdzenie emitowato ozon w statym stezeniu, ponizej progu wykrywania (0,002 ppm; wedtug badania VTT (Technical Research
Center of Finland, Tampere w Finlandii i Air Resources Board w USA), dlatego nie mozna tu braé¢ pod uwage ozonu, jako czynnika
wptywajgcego na dezaktywacje wiruséw. Generowane moga by¢ réwniez rodniki reaktywne, takie jak 07, ktére moga z kolei przyczyniac sie
do dezaktywacji poprzez uszkodzenie biatkowej lub nukleinowej struktury wiruséw.”” Poniewaz infekcyjnos¢ nie ulegata redukceji po
nebulizacji wirusa w powietrzu bez jonizacji i ulegata redukcji tylko w niewielkim stopniu po bezposrednim zastosowaniu na dodatnio
natadowang ptytke pochtaniajaca, zdaje sie, ze najwigkszy udziat w redukcji infekcyjnosci posiada wzrost elektroujemnosci, co
przypuszczalnie zmienia punkt izoelektryczny, a co sie z tym wiaze, wywiera zmiany strukturalne w obrebie kapsydu. Poniewaz dwa badane
wirusy nie posiadajg otoczki lipidowej, modyfikacja lipidowa moze zosta¢ wykluczona.

Co ciekawe i bardzo waine z punktu widzenia klinicznego w tym badaniu, okazato sie, ze jonizator moégt wykry¢ i zapobiec infekcji
wirusem grypy w otoczeniu kontrolowanym, nasladujagcym warunki naturalne. W naszym protokole infekcji drogg wewngtrznosowa
(opisany powyzej*"*
sg bardzo podatne na wirusa ludzkiej grypy A szczepu Pan/99 (H3N2), dawka infekcyjna (ID50) 5 PFU31 zdaje sie by¢ najbardziej odpowiednia

) wykorzystalismy swinki morskie (Hartley) i 5 x 103 PFU wirusa grypy Pan/99. Poniewaz $winki morskie szczepu Hartley

na potrzeby tego badania. Ponadto, Lowen wraz ze wspdtpracownikami wykazat 100% przenoszenie wirusa Pan/99 na swinki morskie droga
kropelkowa1.38'39 Woczesniejsze badania rowniez pokazaty, ze zastosowana dawka infekcyjna wywotata szczyt rozwoju wiruséw w okolicy
3 dnia po infekcji zaréwno w drogach nosowych, jak i ptucach modelu zwierzev.:ego31 - byt to czas, gdy niezaszczepione zwierzeta w naszym
badaniu zostaty wystawione na powietrze od zwierzat zainfekowanych.

Oceniajgc rozwdj reakcji immunologicznej ustalilismy, ze 3 z 4 niezakazonych swinek morskich zostato zakazonych po wystawieniu na
kontakt ze zwierzetami zaszczepionymi dawka 5x103 PFU szczepu Pan/99. Podobne rezultaty uzyskat Mubarek wraz ze
wspc’)lpracownikami33 - 2 z 3 swinek morskich zostato zakazonych po krdétkotrwatym narazeniu droga kropelkowg przy dawce 103 PFU,
podczas gdy przy dawce infekcyjnej 106 PFU zakazone zostaty 3 zwierzeta. ZbadaliSmy reakcje immunologiczng 21 dnia po infekcji, czyli
w czasie, w ktérym Lowen ze wspétpracownikami40 odkryt, ze $winki morskie zakazone wirusem Pan/99 w sposéb naturalny wyksztatcity
istotng reakcje immunologiczna.

Wirus grypy przenosi sie przez bezposredni kontakt z osobami zarazonymi, ekspozycje na obiekty zakazone wirusem (nosniki zakazenia)
oraz inhalacje zakazonych mieszanin gazowych. Wczesniejsze badania z modelem zwierzecym swinki morskiej wykazaty, ze to aerozole, a nie
nos$niki zakazenia stanowia zasadnicza droge przenoszenia wirusa Pan/99 pomiedzy $winkami morskimi.* Wirusy uwolnione z aerozolami
z zaszczepionych zwierzat byty wykrywane na aktywnej ptytce pochtaniajacej przez gPCR w czasie rzeczywistym, chociaz z bardzo niskimi
wartosciami kopii genéw. Wykorzystujgc $swinki morskie jako model gospodarza, Lowen i wspdtpracownicy38 wykazali, ze przenoszenie
wirusow grypy droga kropelkowa jest zalezne od wilgotnosci wzglednej i temperatury. Badacze ustalili, ze niska wilgotnos¢ wzgledna (20-
30%) i temperatura rowna 5°C byta najbardziej sprzyjajgca, natomiast przy 30°C nie odnotowano przenoszenia. W naszym modelu
temperatura wynosita 20-21°C, a wilgotno$¢ wzgledna 35 - 36,2%.

Opisywany jonizator w potaczeniu z funkcja oznaczania (qPCR w czasie rzeczywistym) posiada oczywisty potencjat diagnostyczny. tatwa
obstuga, niska cena, brak wytwarzania ozonu, solidno$¢, wysoka wydajnos¢ oraz zasilanie niskim napieciem (12 V) umozliwia wykorzystanie
urzadzenia na wysoka skale. Dzieki naszemu urzadzeniu, miejsca narazone na rozprzestrzenianie infekcji (samoloty, szpitalne, placdwki
opieki, srodowisko szkolne i inne miejsca publiczne) moga by¢ monitorowane i kontrolowane poprzez pobieranie i analize wiruséw oraz
innych patogendw przenoszonych droga powietrzng na ptytce pochtaniajacej.
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Urzadzenie posiada rowniez potencjat w zapobieganiu przenoszenia infekgji, chociaz zagadnienie to nalezy doktadniej zbada¢ w docelowym
otoczeniu jego pracy. Uwazamy, ze ta innowacyjna technologia posiada duzy potencjat do pochfaniania i identyfikacji wirusow z powietrza.

Metody

Projekt badania. Pomieszczenie, w ktéorym odbywato sie badania posiadato uziemione metalowe $ciany. Objetos¢ pomieszczenia
wynosita 19 m3 (Szer. 250 x Dt. 330 x Wys. 235 cm). W pomieszczeniu umieszczono jeden aktywny i jeden nieaktywny jonizator,
zaprojektowane do pochtaniania i analizy czasteczek z powietrza. Oba urzadzenia zostaty umieszczone w réwnej odlegtosci od nebulizatora
(215 cm; Aiolos Albatross, Aiolos, Szwecja). Odlegto$¢ pomiedzy jonizatorami wynosita 64 cm. Urzadzenie do zliczania czasteczek (PortaCount
Plus, TSI Incorporated, USA) byto uzywane przed badaniem i podczas badania. Przed rozpoczeciem badania wykorzystano jonizator aktywny
do oczyszczenia pomieszczenia z czgsteczek. Ptytka pochfaniajgca zostata usunieta i wymieniona na nowg przed rozpoczeciem badania.
Badania byty kontynuowane dopdki liczba czasteczek nie osiggneta poziomu podstawowego (zwykle w ciggu 40 minut). Przed kazdym
badaniem z rozpyleniem aerozolu mierzono wilgotnos$¢ i temperature.

Technologia i urzadzenie Jonizator wykorzystywany w tym badaniu zostat opracowany w oparciu o technologie przeptywu jonéw firmy
LightAir AB (Solna, Sweden; www.lightair.com) i zostat zmodyfikowany do celéw tego badania przez Wydziat Mikrobiologii Karolinska
Institute (Stockholm, Sweden). Urzadzenie (rozmiar 13 x 35 cm) zostato zmodyfikowane poprzez instalacje plastikowej nasadki o powierzchni
przewodzacej o $rednicy 47 mm (GP plastindustri, Gislaved, Sweden) w charakterze ptytki pochtaniajacej (ilustracja 1). Z przyczyn
bezpieczenstwa ptytka pochtaniajgca posiadata bardzo niskie natezenie (ponizej 80pA), natomiast jonizator dysponowat napigciem ponad
200,000 eV. Jonizator generuje elektrony, ktdre ujemnie tadujg powierzchnie czasteczek w powietrzu i w ten sposdb przycigga je do dodatnio
natadowanej ptytki pochtaniajgcej. Urzadzenie generuje w przyblizeniu 35 000 miliardéw elektronéw na sekunde (www.lightair.com) i state
stezenie ozonu ponizej progu wykrywania (0,002 ppm; wedtug badania VTT - Technical Research Center of Finland, Tampere
w Finlandii).Urzadzenie zostato zbadane pod katem emisji ozonu i certyfikowane réwniez przez ARB (Air Resources Board) w USA. Po
zakonczeniu okresu prébkowania, jonizator zostat wyfgczony, a ptytka pochtaniajaca zostata przykryta pokrywka i do czasu analizy
przechowywana w temperaturze -20 °C. Wirusy uwiezione na ptytkach pochtaniajgcych zostaty zanalizowane przez qPCR w czasie
rzeczywistym (rotawirus, CaCV, wirus grypy) i pordwnano wyniki uzyskane z jonizatora aktywnego i nieaktywnego. Do wizualizacji
pozyskanych wiruséw i czasteczek kauczuku wykorzystano transmisyjny mikroskop elektronowy (TEM) i skaningowy mikroskop elektronowy
(SEM).

Badanie aerozolu z czasteczkami wiruséw i lateksu. W wodzie (ostateczna objetos¢ 5 ml) rozcieficzono rézne iloéci rotawirusa
Rhesus (genotyp G3P[3]), wirusa grypy (szczep H1N1, Salomon Island, dezaktywowany) oraz CaCV szczepu 48 (gen Vesivirus). W badaniach
aerozolu z mikroskopem SEM i analiza infekcyjnosci, wirus zostat rozcieficzony w pozywce Eagles MEM. Zawiesiny wiruséw w roznych
stezeniach zostaly rozprowadzone w formie aerozolu w pomieszczeniu przy pomocy nebulizatora. Kazde badanie zostato wykonane
trzykrotnie, a pochfanianie wiruséw i czgsteczek lateksu w formie aerozolu zostato wykonane w ciggu 40 minut.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM). Do badania aerozolu z rotawirusem i wirusem grypy na ptytce pochtaniajacej
umieszczono miedziane siatki pokryte carbonem / formvarem (rozmiar 400). Siatki zostaty namoczone w pozywce Eagles MEM zawierajacej
surowiczg albumine wotowg (BSA; 1%), a nastepnie skontrastowane ujemnie (kwas fosforowolframowy 2%) i poddane analizie (TEM).

10 pdl siatki zostato zanalizowanych pod katem prébki i obliczono ilos¢ czasteczek wiruséw na jednostke obszaru.

Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM).  Zebrane prébki zostaty natozone na powierzchnig filtra poliweglanowego (0,6 um;
Nucleopore, Inc), ktéry zostat zamontowany do elementu nie przepuszczajacego powietrza (GP Plastindustri AB, Gislaved, Szwecja). Filtr
zostat wysuszony w temperaturze pokojowej, pokryty powtoka ztota zjonizowanego (grubos¢ 40 A) i poddany analizie SEM (Philips High

Resolution SEM 515). Metoda ta byta wczesniej wykorzystywana i opisywana w badaniu cytomegalowirusa i ptynu mézgowo—rdzeniowego.“'
43

Ekstrakcja RNA wirusa z ptytek pochtaniajacych. Czasteczki wiruséw uwigzione na ptytkach pochtaniajacych zostaty poddane lizie
z 1 ml buforu lizujgcego do wiruséw (AVL, QlAamp viral RNA mini kit) dodanym bezposrednio na ptytke pochtaniajacg i bezposrednio po tym
przystapiono do ekstrakcji RNA wirusdw przy pomocy produktu QlAamp Viral RNA Mini Kit (Nr kat. 52906 Qiagen, Hilden, Niemcy), stosujac
sie do zalecen producenta. Kazda préobka zostata wymyta woda wolng od RNaz (60 pL) zawierajacg 0,04% azydku sodu (AVE buffer; Qiagen,
Hilden, Niemcy).

Odwrotna transkrypcja wyekstrachowanego RNA wirusa. 28 pL wyekstrahowanego RNA wirusa zostato zmieszane z 50
pmol startera heksamerowego (Random Hexamer Primer) Pd(N)6 (GE-Healthcare, Uppsala, Szwecja), a nastepnie szybko schtodzone na
lodzie (2 minuty). W dalszej kolejnosci dodatno jedng krople odwrotnej transkryptazy PCR lllustra Ready-To-Go (RT-PCR; GE-Healthcare,
Uppsala, Szwecja) i wode wolng od RNaz - ostateczna objetos¢ wynosita 50 pL. W przypadku rotawirusa wykonano denaturacje wstepng
(97°C przez 5 min), aby denaturowa¢ dsRNA. Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT) byta wykonywana przez 40 minut w temperaturze 42°C,

w celu wytworzenia cDNA wykorzystanego w dalszej kolejnosci do PCR w czasie rzeczywistym.
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gPCR w czasie rzeczywistym dla rotawirusa. Rotawirus Rhesus zostat wykryty i zliczony korzystajgc z oznaczania PCR w czasie
rzeczywistym LUX, jak opisano powyiej.7 PCR w czasie rzeczywistym wykorzystuje oznakowane primery z réznymi fluoroforami dla kazdej
podgrupy VP6 and external plasmid standards for semi—quantification.44

gPCR w czasie rzeczywistym dla CaCV. CaCV zostat wykryty i zliczony przy pomocy oznaczania SYBR green na pryzmacie ABI 7500
(Applied Biosystems, Foster City, CA) z primerami; (ostateczne stezenie 200 nM) CaCV-3 (5-ACCAACGGAGGATTGCCATC-3" (nukleotydy 393
do 410 zgodnie z GenBank, akcesja nr AF053720) oraz CaCV-4 (5"-TAGCCGATCCCACAAGAAGACA-3’ (nukleotydy 452 do 474), specyficzne dla
szczepu cacv.® Reakcja zostata przeprowadzona z 2 pL ¢cDNA w 10 pL 2X SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) i wody;
ostateczna objetos¢ wynosita 20 pL. Wykorzystano nastepujacy program: 95°C przez 10 min; 45 cykli 95°C przez 15 sekund i 60°C przez
1 min. Natychmiast po zakoriczeniu PCR wykonana zostata analiza krzywej topnienia, poprzez podgrzanie do 95°C przez 15 sekund,
a nastepnie ochtodzenie do 60°C na 1 min i dalsze podgrzanie do 95°C przy 0.8 °C min-1 z ciggtym rejestrowaniem fluorescencyjnym.
Temperatury topnienia zostaty okreslone dla wszystkich probek przy pomocy oprogramowania Sequence Detection Software w wersji 1.3.1
(Applied Biosystems), a nastepnie zwizualizowane poprzez natozenie ujemnych pochodnych do temperatury.

Prébkowanie do badania infekcyjnosci z rotawirusem i CaCV. W celu ustalenia, czy technologia jonizacji posiada wptyw na
infekcyjno$¢ wirusa, CaCV i rotawirus Rhesus zostaty rozpylone i zebrane przez ptytke pochtaniajgca aktywnego jonizatora, pokryta 1 ml
pozywki Eagles MEM. Rotawirus (1 x 106 PFU) i CaCV (1 x 106 PFU) zostaty rozpylone, kazdy z nich w catkowitej objetosci 5 mL; nastepnie
byty one pochtfaniane przez 40 min, po czym nastgpito okreslenie infekcyjnosci i liczby kopii genomu.

Aby okresli¢, czy zjonizowane powietrze samo w sobie miato wptyw na infekcyjno$¢ wirusa, rotawirus Rhesus zostat rozpylony
i pochtoniety przez ptytke pochtaniajaca, pokrytg 1 ml pozywki Eagles MEM, bez jonizacji, umieszczong w odlegtosci 30 cm od nebulizatora.

Aby okresli¢, czy sity elektrostatyczne ptytki pochtaniajacej wptynety na infekcyjnos¢ wirusa, rotawirus (2 x 105 PFU) i CaCV (2 x 10 PFU)
w 1 ml pozywki Eagles MEM zostaty na 40 minut natozone na aktywna i nieaktywna ptytke pochtaniajaca. Nastepnie ptytki byty
przechowywane w temperaturze -20°C do momentu okreslenia infekcyjnosci wiruséw i liczby kopii genomu.

Okreslenie infekcyjnosci rotawirusa i CaCV. Inwentarz i prébki rotawiruséw zostaty rozciedczone w stosunku 1:10 w pozywce Eagles
MEM, a nastepnie zostaty one dwukrotnie rozciericzone. Ocena infekcyjnosci wirusa byta przeprowadzana, jak opisano wczesniej, na ciagtych
komérkach nerkowych koczkodana zielonego (MA104), na ptytkach z 96 studzienkami.* Infekcyjnos¢ wirusa CaCV zostata oceniona
podobnie jak w przypadku rotawirusa, z tg rdéznica, ze probki zostaty dodane do psich komérek nerkowych Madin-Darby'ego (MDCK) na
ptytkach z 48 studzienkami; infekcyjnosé zostata oceniona zgodnie z wczedniejszym opisem45; infekcyjnos¢ potwierdzono qPCR w czasie
rzeczywistym. Aby oceni¢ redukcje infekcyjnosci, pordwnano stosunek liczby kopii genomu wirusowego do infekcyjnosci u wiruséw
rozpylonych, wiruséw wystawionych na dziatanie aktywnych i nieaktywnych ptytek pochtaniajgcych oraz w inwentarzu wiruséw.

Zwierzeta. Swinki morskie (szczep Hartley, samice, 300-350 g) byly hodowane w laboratorium Astrid Fagraeus Laboratory (Karolinska
Institute), zgodnie z przyjetymi wytycznymi Konwencji Ministerstwa Rolnictwa i Rady Europy odnosnie kregowcow wykorzystywanych do
celéw laboratoryjnych. Protokét badania zostat zatwierdzony przez Komisje Etyki Zwierzecej w Sztokholmie (Numer zezwolenia: N177/11).

Przenoszenie wirusa grypy droga powietrzna. Do weryfikacji, czy jonizacja moze zapobiec przenoszeniu infekcji wirusa grypy
wykorzystalismy model zwierzecy swinki morskiej, gdyz okazat sie¢ on by¢ skutecznym modelem w badaniach przenoszenia wirusa grypy
droga kropelkowa1.31'33 Wykorzystano wirusa ludzkiej grypy A szczepu Pan/99 (dostarczony przez Peter'a Palese, New York, USA), poniewaz
szczep ten u Swinek morskich efektywnie replikuje w gérnych drogach oddechowych i przenosi sie drogg kropelkowa, natomiast nie przez
nosniki zakazenia. Swinki morskie (samice, 300-350 g, szczep Hartley) byty hodowane w laboratorium Astrid Fagreaus Laboratorium, Solna,
Stockholm (Pozwolenie etyczne N177/11). Czworo zwierzat zostato znieczulonych zastrzykiem dootrzewnowym z ketaming (Ketalar el
Ketaminol) 50 mg/kg i ksylazyng (Rompun) 5 mg/ kg oraz zakazonych wewngatrznosowo dawkg 5x103 PFU Pan/99 w 100 ul (50 ul do kazdego
nozdrza).Wszystkie 4 zakazone zwierzeta zostaty umieszczone w klatce eksperymentalnej (ilustracja 3, klatka "A"). W 30 godzinie po infekcji
4 niezakazone $winki morskie zostaty umieszczone obok klatki z zakazonymi zwierzetami (ilustracja 3, klatka "B"), w odlegtosci 15 cm.
Powietrze przeptywato swobodnie pomiedzy klatkami, ale nie byto bezposredniego kontaktu pomiedzy zwierzetami zaszczepionymi
i narazonymi.

4 niezakazone $winki morskie zostaty wystawione na 24 godziny, a nastepnie umieszczone w oddzielnych, indywidualnie
wentylowanych klatkach. W ten sposéb zapewniono brak przenoszenia drogg kropelkowg pomiedzy zwierzetami. Przeprowadzono dwa
identyczne badania, jedno z jonizatorem aktywnym, a drugie z jonizatorem nieaktywnym. Zwierzeta zakazone wewnatrznosowo zostaty
usuniete po uptynieciu czasu ekspozycji, nastepnie wykonano biopsje ptuc i tchawicy (54 godzina po infekcji). Probki zostaty zbadane pod
katem wirusa grypy (QPCR w czasie rzeczywistym). 21 dni po ekspozycji pobrano surowice od niezakazonych i narazonych wczesniej $winek
morskich. Wystepowanie przeciwciat skierowanych przeciwko wirusowi grypy A zostato ocenione przez test ELISA.
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Surowica pobrana przed ekspozycjg na zakazone $winki morskie (PRE-serum) i 21 dni po ekspozycji (POST-serum) zostaty zanalizowane
(u kazdego zwierzecia).

Wykrywanie przeciwciat skierowanych przeciwko wirusowi grypy A testem ELISA. Piytki z 96 studzienkami (Nunc, 96
F MAXISORP, Roskilde, Denmark) zostaty pokryte wirusem grypy A HIN1 inaktywowanym formaling (SBL Influenza Vaccine, Sanoil Pasteur,
Lyon, France) rozcieficzonym w [coating buffer] (0.05 M weglanu sodu, pH 9.5-9.7) [do stezenia] 5 ug/mL, a nastepnie byty inkubowane
przez noc w temperaturze +4°C. Studzienki byty myte x3 (0,9% NaCl i 0,05% Tween-20) i blokowane 3% roztworem BSA w buforze PBS przez
1 godzine w temperaturze 37°C. Prébki serum zostaty rozciericzone (1:100), a nastepnie ponownie dwukrotnie rozciericzone w buforze (PBS
zawierajacy 0,5% BSA i 0,05% Tween-20) i inkubowane przez 90 minut w temperaturze 37°C.Plytki zostaty nastepnie wymyte x5
i inkubowane przez 60 minut w temperaturze 37°C z biotynylowanym przeciwciatem goat-anti guinea pig (Vector, BA-7000) oraz
peroksydazg chrzanowa (HRP) sprzezong ze streptawidyng (DAKO, Denmark, P0397), obie substancje w rozcieficzeniu 1:3000. Ptytki zostaty
wymyte x5 i do kazdej studzienki dodano 100 pL substratu TMB (Tetramethylbenzidine) (Sigma Aldrich, T-0440-16) reakcja odbywata sie
przez 10 minut i zostata zatrzymana przez oddanie 100 pL 2 M H2SO4. Absorbancja zostata zmierzona przy 450 nm w czytniku ELISA
(VersaMax, Molecular Devices). Za wartosci odciecia przyjeto wartosci srednie w grupie kontrolnej negatywnej OD i 2 x SD.

Ekstrakcja RNA wirusa grypy z tkanki Swinki morskiej.  RNA zostato wyekstrachowane z tkanki tchawiczej i ptucnej zakazonej
Swinki morskiej. W skrdcie, zhomogenizowano 100-250 mg tkanki przy pomocy homogenizatora tkanki; ekstrakcja RNA odbyta sie
z zestawem RNAeasy Midi Kit (Qiagen), zgodnie z instrukcjami producenta.

gPCR w czasie rzeczywistym dla wirusa grypy. W celu wykrycia i zliczenia wirusa grypy A na ptytkach pochtaniajacych i w prébkach
tkanki $Swinek morskich, wykorzystaliémy test One-Step Taq Man real-time RT-PCR46 z primerami Fl-mxA (150 nM) (5'-
AAGACCAATYCTGTCACCTCTGA-3), F3-mxA (150 nM) (5'-CAAGACCAATCTTGTCACCTCT GAC-3') i R1-mxA (900 nM) (5'-
TCCTCGCTCACTGGGCA- 3°) oraz sondy P1-Mx (110 nM) (5-FAM-TTGTGTTCACGCTCACC-MGB-3") i P2-Mx (110 nM) (5°-FAM-
TTTGTATTCACGCTCACCG-MGB -3°), z zestawem Rotor-Gene Probe RT-PCR Kit (Qiagen).

Reakcja PCR w czasie rzeczywistym odbyta sie w urzadzeniu Corbett Rotor-Gene 6000 (Qiagen) z nastepujacym protokotem cykli: 50°C przez
10 minut, nastepnie 45 cykli 95°C przez 5 sekund i 57°C przez 15 sekund.
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