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1 Wykaz skrotow

A - adenina
AIDS - zesp6t nabytego niedoboru odpornosci ( z ang. acquired immunodeficiency syndrome)
ATP - adenozynotrifosforan

BHQ1 - (z ang. Black Hole Quencher 1) wygaszacz w podwdjnie znakowanych sondach

fluorescencyjnych

BLAST - narzedzie do wyszukiwania podobienstwa pomiedzy sekwencjami (z ang. Basic Local

Alignment Search Tool)

BSA - surowicza albumina bydleca (z ang. bovine serum albumin)
C - cytozyna

cDNA - komplementarny DNA (z ang. complementary DNA)

CHO - linia komodrkowa jajnika chomika chinskiego Cricetulus barabensis griseus (ang. chinese

hamster ovary)

COVID-19 - choroba wywotywana przez SARS-CoV-2 (z ang. Coronavirus disease 2019)
CRS - zespot rézyczki wrodzonej (z ang. congenital rubella syndrome)

Ct - cykl progowy (z ang. treshhold cycle)

ddH20 - woda podwdjnie destylowana (z ang. double distilled water)

ddNTPs - dideoksynukleotydy (z ang. dideoxynucleotide triphosphates)

ddPCR - ilo$ciowa analiza PCR z technikg emulsyjng (z ang. droplet digital PCR)

dNTPs - deoksynukleotydy (z ang. deoxynucleotide triphosphate)

EBV - wirus Epsteina-Barr (z ang. Epstein-Barr virus)

ELISA - test immunoenzymatyczny (z ang. enzyme-linked immunosorbent assay)

EV — enterowirus (z ang. enterovirus)



FAM — wtasc. 6-FAM — 6- Karboksyfluoresceina — barwnik fluorescencyjny o piku absorpcji fali

Swiatfa dtugosci 495 nm i emisji 517 nm
FDA - Agencja Zywnosci i Lekdw (z ang. Food and Drug Administration)

FFT-NS2 - szybkie przyréwnanie dla zbiorow ponizej 30000 sekwencji uzywajgce Transformaty

Fouriera

FFT-NS-i - szybkie przyréwnanie sekwencji uzywajgce Transformaty Fouriera
G - guanina

HA - hemaglutynina (z ang. hemagglutinin)

hAdV - ludzkie adenowirusy (z ang. human adenoviruses)

HBoV - bokawirus ludzki (z ang. human bocavirus)

HCV - wirus zapalenia watroby typu C (z ang. hepatitis C virus)

HEX — heksachlorofluoresceina - barwnik fluorescencyjny o piku absorpc;ji fali swiatta dtugosci

533 nm i emisji 549 nm.

HIV - ludzki wirus niedoboru odpornosci (z ang. human immunodeficiency virus)
hMPV - ludzki metapneumowirus (z ang. human metapneumovirus)

HPIV - wirus grypy rzekomej (z ang. human parainfluenza virus)

HRP - peroksydaza chrzanowa (z ang. horsereadish peroxidase)

HSV-1 - wirus opryszczki pospolitej typu 1 (z ang. herpes simplex virus type 1)
HSV-2 - wirus opryszczki pospolitej typu 2 (z ang. herpes simplex virus type 2)
IAV — (z ang. Influenza A virus) — wirus grypy typu A

IBV — (z ang. Influenza B virus) — wirus grypy typu B

IHC - immunohistochemia (z ang. immunohistochemistry)

IPMA - detekcja biatek in situ w jednowarstwowych hodowlach komérkowych (z ang.

immunoperoxidase monolayer assay)



ITS — wewnetrzny transkrybowany region spacerowy (z ang. Internal transcribed spacer)
k- - kontrola negatywna

LFD — urzadzenie testu przeptywowego (z ang. lateral flow device)

LFT — test przeptywowy/test kasetkowy (z ang. lateral flow test)

L-INS-i - doktadne przyréwnanie dla zbioréw ponizej 200 sekwencji

LOD - granica wykrywalnosci (z ang. limit of detection)

MAFFT - przyrdwnanie wielu sekwencji z uzyciem szybkiej Transformaty Fouriera (z ang.

Multiple Alignment using Fast Fourier Transform)

MDCK — linia komérek nabtonkowych nerki psa Madina i Darby'ego (z ang. Madin-Darby canine

kidney)
MERS - bliskowschodni zespét oddechowy (z ang. Middle East Respiratory Syndrome)

MRSA - gronkowiec ztocisty oporny na metycyline (z ang. methicillin-resistant Staphylococcus

aureus)

MSC - miejsce wielokrotnego klonowania (z ang. multiple cloning site)
MspA - poryna mykobakterii (z ang. Mycobacterium smegmatis porin A)
NA - neuraminidaza

NCBI - Narodowe Centrum Informacji Biotechnologicznej (z ang. National Center for

Biotechnology Information)

NGS - sekwencjonowanie nowej/nastepnej generacji (z ang. next-generation sequencing)
NTC — kontrola niezawierajgca matrycy ( z ang. no template control)

PB1 - podjednostka 1 polimerazy RNA wirusa grypy (z ang. influenza polymerase basic 1)
PBS - sél fizjologiczna buforowana fosforanami (z ang. phosphate buffered saline)

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (z ang. polymerase chain reaction)

PFU — liczba czgstek wirusowych tworzgca tysinki wirusowe (z ang. plaque forming unit)



phi29 DNAP - polimeraza DNA faga phi29

POTEE — biatko E z domeng ankirynowg (z ang. POTE Ankyrin Domain Family Member E)
pz - pary zasad

gPCR - tancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym ( z ang. quantitative PCR)
RdRp - polimeraza RNA zalezna od RNA (z ang. RNA-dependent RNA polymerase)

RPM - jednostka miary czestotliwosci obrotu (z ang. revolutions per minute)

rpoB - podjednostka beta DNA-zaleznej polimerazy RNA (z ang. DNA-directed RNA polymerase

subunit beta)
RSV - syncytialny wirus oddechowy (z ang. respiratory syncytial virus)

RT-gPCR - iloSciowa reakcja tarnicuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja (z ang. reverse

transcription-quantitative polymerase chain reaction)
SARS - ciezki ostry zesp6t oddechowy (z ang. severe acute respiratory syndrome)

SARS-CoV-2 - koronawirus ciezkiego ostrego zespotu oddechowego 2 (z ang. severe acute

respiratory syndrome coronavirus 2)

SBS - sekwencjonowanie przez synteze (z ang. sequencing by synthesis)

SMRT - pojedyncza czgsteczka w czasie rzeczywistym (z ang. single molecule, real time)
ssDNA - jednoniciowy DNA (z ang. single stranded DNA)

ssRNA - jednoniciowy RNA (z ang. single stranded RNA)

T - tymina

TAE - bufor tris-octanowy (z ang. tris-acetate buffer)

TB - gruzlica (z ang. tuberculosis)

TPCK — keton chlorometylowy L-1-tosylo-2-fenyloalaniny (z ang. L-1-tosylamido-2-phenylethy!

chloromethyl ketone)

UCK - Uniwersyteckie Centrum Kliniczne



UNG - glikozylaza uracylu w DNA (z ang. uracil-DNA glycosylase)

VZV - wirus ospy wietrznej i pétpasca (z ang. varicella-zoster virus)

WGS - sekwencjonowanie catego genomu ( z ang. whole genome sequencing)
WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (z ang. World Health Organization)
WZW - wirusowe zapalenie watroby

ZMW - ostona chronigca przed dostepem niechcianych fal swiatta w technologii firmy PacBio

(z ang. zero-mode waveguide)
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2 Streszczenie

Choroby uktadu oddechowego stanowig istotne zagrozenie dla zdrowia publicznego. Miliony
o0sob kazdego roku cierpig na infekcje wirusowe, wywotujgce objawy uniemozliwiajgce im
normalne funkcjonowanie, przynoszace znaczne straty ekonomiczne oraz, w krajach nisko
rozwinietych, wzmozong $miertelnosé. Infekcje wirusami oddechowymi s3 zwykle
diagnozowane przez lekarzy pierwszego kontaktu i leczone objawowo, czesto antybiotykami,
co powoduje wzrost antybiotykoodpornosci bakterii i trudnosci w leczeniu zakazen wtdrnych.
Aktualnie dostepne metody diagnozy wirusowych chordb goérnych drég oddechowych
sprowadzajg sie do testow qPCR oraz szybkich testow kasetkowych, posiadajgcych liczne

ograniczenia.

Celem niniejszej pracy byto opracowanie nowej metody diagnostycznej do detekcji infekcji
wirusowych z wykorzystaniem sekwencjonowania nastepnej generacji. Prace badawczg
podzielono na trzy etapy : i) opracowanie metody oraz prace in silico; ii) optymalizacja metody

i iii) eksperymentalne testowanie nowo opracowanej metody.

W kolejnych etapach niniejszej pracy przedstawiam proces tworzenia nowej metody z

wykorzystaniem:

- metod komputerowych umozliwiajgcych opracowanie panelu starteréow dla 44 patogendw

wirusowych;

- technik laboratoryjnych umozliwiajacych optymalizacje warunkdéw przeprowadzanych reakgji,
jak réwniez opracowanie kontroli pozytywnych niezbednych do prawidtowego funkcjonowania

metody;

-sekwencjonowania nanoporowego — w czasie rzeczywistym umozliwiajgcego kontrole

procesu i uzyskiwanych z niego danych w czasie rzeczywistym;

- technik bioinformatycznych, dzieki ktérym mozliwe byto wydajne i doktadne analizowanie

uzyskanych danych.

Wynikiem niniejszej pracy jest opracowanie nowej technologii diagnostycznej na poziomie
rozwoju, testéw dziatania technologii w Srodowisku Prawdziwym (TRL 5). Opracowana metoda

zostata przetestowana w kierunku diagnostyki patogendw oddechowych w prébkach

-11-



klinicznych, aby oceni¢ jej dziatanie w warunkach zblizonych do tych, w ktérych bedzie
uzywana. Wykazata ona zadowalajgce efekty, poréwnywalne z innymi metodami

diagnostycznymi.

Jednoczesnie niniejsza praca pozwolita zidentyfikowaé kluczowe punkty rozwoju technologii
diagnostycznej opartej o wykorzystanie sekwencjonowania nanoporowego, ktére powinny byé

uwzglednione w przysztosci podczas rozwijania metody o kolejne panele patogendw.
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3 Abstract

Respiratory diseases are a significant public health concern, with millions of people suffering
from infections caused by viruses that induce symptoms severe enough to disrupt their normal
functioning. This leads to considerable economic losses due to workplace absenteeism and the
burden on healthcare facilities, and, in low-income countries, increased mortality. Respiratory
virus infections are usually diagnosed by primary care physicians and treated symptomatically,
often with antibiotics, which causes increased antibiotic resistance in bacteria and difficulties
in treating secondary infections. Currently available methods for diagnosing viral upper
respiratory tract diseases are limited to gPCR tests and rapid cassette tests, which have

numerous limitations.

The aim of this study was to develop a new diagnostic method using next-generation
sequencing (NGS). The research was divided into three stages: theoretical development of the
method and in silico work, practical creation and optimization of the method, and testing the

functionality of the newly developed method.
In the following stages of this study, | present the process of creating the new method using:
- computational methods for designing a primer panel for 44 pathogens;

-laboratory techniques for optimizing reaction conditions and creating positive controls

essential for the proper functioning of the method;
-nanopore sequencing for process control and real-time data acquisition;
-bioinformatic techniques for efficient and accurate data analysis.

The outcome of this study is the development of a new diagnostic technology at the Proof of
Concept in a Relevant Environment stage (TRL 5). The developed method was tested for
diagnosis of respiratory pathogens in clinical samples to evaluate its performance under
conditions similar to those in which it will be used. It showed satisfactory results, comparable

to other diagnostic methods.

Additionally, this study identified key points in the development of diagnostic technology
based on nanopore sequencing that should be considered in future expansions of the method

to include additional pathogen panels.

-13 -



4 Wstep

4.1 Najczesciej wystepujgce objawy zakazen gérnych drog oddechowych
Czynnikami etiologicznymi infekcji gérnych drég oddechowych — jamy nosowej, zatok, gardta i

krtani — sg wirusy, bakterie, grzyby i pierwotniaki.

Wiekszos$¢ patogendw atakujgcych gérne drogi oddechowe wywotuje u ludzi zespdt objawdw
podobnych do przeziebienia, takich jak: kaszel, bdl gardta, niezyt nosa, bél gtowy, podwyzszona
temperatura, kichanie, zte samopoczucie oraz bdle mie$niowe. Odpowiednio dobrane leczenie
umozliwia zmniejszenie dyskomfortu wywotywanego przez objawy, skraca czas ich trwania
oraz redukuje ryzyko hospitalizacji w przypadku wystgpienia choroby u oséb z ostabiong
odpornoscig lub innymi obcigzeniami, takimi jak choroby wspétistniejgce. Prawidtowo
dobrana terapia zmniejsza réwniez mozliwos¢ wystgpienia powiktan lub infekcji wtdrnych, w
szczegblnosci zakazen bakteryjnych [1]. Szybka diagnoza pozwala lekarzom na unikniecie

stosowania niepotrzebnej antybiotykoterapii.

Do najczestszych infekcji wirusowych uktadu oddechowego dochodzi poprzez zarazenie sie
wirusem z jednej z nastepujacych rodzin: Adenoviridae, Coronaviridae, Orthoherpesviridae,
Matonaviridae,  Orthomyxoviridae, =~ Paramyxoviridae,  Parvoviridae,  Picornaviridae,

Pneumoviridae oraz Poxviridae. Szacunkowy podziat procentowy przedstawiono w Tabeli 1.

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia infekcje gérnych i dolnych drég oddechowych sg
czwartg co do czestosci przyczyng $mierci [2]. Dzieci sg szczegdlnie podatne na zakazenia
gornych drég oddechowych ze wzgledu na niedojrzatos¢ uktadu odpornosciowego. Przebywaja
one rowniez czesto w miejscach o wysokiej gestosci zaludnienia, takich jak przedszkola czy
szkoty. U dzieci w wieku szkolnym i przedszkolnym moze dochodzi¢ do 6-8 zachorowan na
infekcje gérnych drég oddechowych rocznie. U dorostych sg to srednio 2 do 4 zachorowania

[3].

Tabela 1 Szacunkowy podziat czestosci zakazer gornych drég oddechowych przez wirusy. Na podstawie-Heikkinen, The
comon cold [3]

Czynnik Roczny rozktad zachorowan
Rinowirusy 30-50%
Koronawirusy 10-15%
Wirusy grypy 5-15%
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RSV 5%
Wirusy paragrypy 5%
Adenowirusy <5%
Enterowirusy <5%
Metapneumowirus Brak danych
Inne, nieokreslone 20-30%

4.2  Wirusy powodujgce zakazenia gornych drég oddechowych

4.2.1 Adenoviridae
Adenowirusy stanowig szeroka grupe wirusdow zdolnych do infekowania zaréwno ludzi, jak i
zwierzat. Do tej pory wyszczegdlniono 7 gatunkdw adenowiruséw infekujgcych ludzi (hAdV),

oznaczonych literowo od A do G, w sktad ktérych wchodzi 88 serotypow.

Sa to wirusy bezostonkowe, o ikozaedralnej strukturze kapsydu, w ktéry upakowany jest genom

w postaci dwuniciowego liniowego DNA.

Proces wnikania rozpoczyna sie od adsorpcji wirusa na powierzchni komodrki poprzez
przytgczenie biatka witdkna podstawy pentonowej kapsydu do receptoru CAR. W kolejnym
etapie nastepuje internalizacja wiriondw, endocytoza oraz uwolnienie wirionéw do
cytoplazmy. Rdzend wirusowy jest transportowany do jagdra komdrkowego, gdzie nastepuje
transkrypcja przy uzyciu polimerazy RNA |l gospodarza, replikacja DNA oraz formowanie

wirionéw potomnych.

Adenowirusy sg odpowiedzialne za szereg infekcji, gtdwnie w obrebie goérnych dréog
oddechowych, ale mogg réwniez powodowaé choroby przewodu pokarmowego, zapalenie
rogéwki oraz, rzadziej, infekcje uktadu moczowo-piciowego i nerwowego. Poza objawami
charakterystycznymi dla przeziebienia, infekcja hADV moze powodowaé zapalenie ptuc,
zapalenie miesnia sercowego czy nawet ciezkie infekcje okotoporodowe u noworodkow.
Szczegdlne duze znaczenie patogen ten odgrywa u dzieci ponizej 3 roku zycia ze wzgledu na
brak humoralnej odpowiedzi odpornosciowej; takie zakazenie moze prowadzi¢ do Smierci

dziecka [4-6].

-15-



Do zakazenia dochodzi gtéwnie drogg kropelkowa, ale réowniez przez kontakt fizyczny z

zakazong osobg, przedmioty uzywane przez zakazone osoby oraz wode [7].

4.2.2 Coronaviridae

Rodzina koronawiruséw obejmuje szerokg grupe wiruséw. Ich materiat genetyczny to
jednoniciowy RNA o dodatniej polarnosci. Charakterystyczng cechg tych wiruséw jest ich
wyjatkowy ksztatt wiriondw obserwowanych w mikroskopii elektronowej, przypominajgcy
korone, spowodowany obecnoscig wypustek biatkowych na ich powierzchni, co dato poczatek
nazwie "coronavirus". Ich biatka powierzchniowe sg kluczowe dla zdolnosci wirusa do wigzania

sie z komdrkami gospodarza i ich infekowania.

Koronawirusy przytaczajg sie do zewnatrzkomdrkowych receptoréw wejscia z uzyciem biatka
kolca (z ang. Spike protein) prezentowanego na ich powierzchni. Nastepnie sg transportowane
do wnetrza komorki na drodze endocytozy. Tam nastepuje fuzja z btong endosomu i
uwolnienie zawartosci wirusa do cytoplazmy. Infekcja wirusa rozwija sie w cytoplazmie
komorki, w pierwsze]j kolejnosci dochodzi do translacji RNA biatek niestrukturalnych Nsp ktére
formujg kompleksy transkrypcyjne i replikacyjne. Biatka strukturalne sg transportowane do
siateczki srédplazmatycznej, nastepnie do aparatu Golgiego, gdzie pakowany jest ich materiat

genetyczny, po czym dochodzi do uwolnienia potomnych wiruséw na drodze egzocytozy [8].

Koronawirusy sg odpowiedzialne za réznorodne zakazenia, od fagodnych choréb uktadu
oddechowego, takich jak przeziebienie, po ciezkie i potencjalnie Smiertelne choroby, jak ciezki
ostry zespdt oddechowy (SARS), bliskowschodni zespét oddechowy (MERS) oraz choroba
wywotana przez koronawirusa SARS-CoV-2 (COVID-19), ktéra byta przyczyng globalnej
pandemii w latach 2020-2023.

Wirusy te sg zdolne do przeskoku gatunkowego, co oznacza, ze mogg przenosi¢ sie miedzy
réznymi gatunkami (pomiedzy zwierzetami, ze zwierzat na ludzi i odwrotnie). Prowadzi to do
powstania nowych, wczesniej nieznanych jednostek chorobowych u ludzi. Dodatkowo, genomy
koronawiruséw sg stosunkowo duze jak na wirusy RNA, co zwieksza ich potencjat ewolucyjny

poprzez mutacje i rekombinacje, prowadzgc do powstawania nowych wariantow wirusa [9,10].

Koronawirusy roznoszg sie drogg kropelkowg oraz przez bezposredni kontakt z osobg zakazong

a takze posredni kontakt z przedmiotami i powierzchniami na ktérych wystepuje wirus. Droga
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fekalno-oralna nie zostata potwierdzona, mimo wystepowania duzych ilosci materiatu

genetycznego wirusa w probkach katu [11].

4.2.3 Orthoherpesviridae

Herpeswirusy to zréznicowana grupa wiruséw DNA. Liczy ona ponad 100 gatunkdéw wiruséw,
bedacych patogenami ssakdw, ptakow oraz gadéw. Wirusy te posiadajg charakterystyczng
ceche latencji - utrzymywania sie w organizmie gospodarza przez cate zycie, czesto z okresami

aktywacji, podczas ktérych wirus ponownie sie replikuje i moze wywotywac objawy kliniczne.

Rodzina ta obejmuje trzy podrodziny Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae i
Gammaherpesvirinae. Do najbardziej rozpowszechnionych herpeswiruséw nalezg HSV-1
(wirus opryszczki pospolitej, herpes simplex virus 1) i HSV-2 (herpes simplex virus 2),
odpowiedzialne za opryszczke wargowq i narzadow ptciowych, VZV (varicella zoster virus),
ktéry wywotuje ospe wietrzng i podtpasca, oraz EBV (wirus Epsteina-Barr), wywotujgcy

mononukleoze oraz o wtasnosciach onkogennych.

Herpeswirusy oddziatujg z komdérkami ssaczymi poprzez glikoproteiny ostonki gC, gB oraz gD,
Jedna z glikoprotein ostonkowych wigze specyficzny receptor komdrkowy, a glikoproteina gB
odpowiada za fuzje ostonki wirusowej z btong komodrkowg. Nastepnie kapsyd zostaje
uwolniony do cytoplazmy i przy pomocy mikrotubul jest transportowany do jadra
komodrkowego. W kolejnym etapie DNA zostaje uwolniony do jagdra komdrkowego, gdzie
dochodzi do transkrypcji i replikacji wirusowego genomu. W koncowym etapie cyklu litycznego
wirusowy DNA jest pakowany do kapsyddw, ktére nastepnie zostajg optaszczone ostonka i
transportowane w kierunku bftony komdrkowej, gdzie dochodzi do uwolnienia wirionow

potomnych na drodze egzocytozy [12].

Infekcje herpeswirusami mogg manifestowacé szerokie spektrum objawéw — od fagodnych
skérnych owrzodzen po powazne komplikacje neurologiczne zagrazajgce zyciu oséb z obnizong

odpornoscia [13,14].

Do zakazenia wirusami HSV dochodzi poprzez bezposredni kontakt z osobg zarazong badz z jej
ptynami ustrojowymi. Zakazenie VZV odbywa sie gtdwnie drogg kropelkowg natomiast do
zakazenia wirusem EBV dochodzi najczesciej przez kontakt ze $ling zawierajgca wirusa. Z tego
wzgledu mononukleoza jest nazywana potocznie w USA ,,chorobg pocatunkéw” (z ang. kissing
disease) [15-17].
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4.2.4 Matonaviridae

Matonaviridae to rodzina bardzo matych wiruséw ostonkowych (50-90 nm srednicy wirionu),
posiadajgcych genom w postaci jednoniciowego RNA o dodatniej polarnosci. W rodzinie tej
zawarty jest jeden rodzaj- Rubivirus. Gtéwnymi jego przedstawicielami sg wirus rézyczki -
Rubivirus rubellae (RuV) oraz wirusy Ruhugu i Rustrela. RuV jest jedynym do tej pory poznanym

ludzkim patogenem nalezgcym do tej rodziny [18].

Wirusy z tej rodziny dostajg sie do komédrek poprzez endocytoze zalezng od klatryny, nastepnie
w cytoplazmie dochodzi do fuzji bton umozliwiajgcej uwolnienie nukleokapsydu do
cytoplazmy. Translacja, transkrypcja oraz replikacja genomu zachodzg w cytoplazmie, po czym
elementy strukturalne wiruséw potomnych sg transportowane do siateczki srédplazmatyczne;j
oraz aparatu Golgiego. Potomne nukleokapsydy sg otaczane bfong wchodzac do aparatu
Golgiego. Nastepnie pecherzyki transportowe aparatu Golgiego przenoszg czastki wirusowe na

powierzchnie komérki, gdzie wiriony potomne sg uwalniane [19].

Rozyczka jest zazwyczaj tagodng chorobg zakazng, charakteryzujgcg sie niewielkg goraczka,
wysypka oraz powiekszeniem weztdw chfonnych. Cho¢ dla wiekszosci zakazonych oséb
rézyczka nie stanowi powaznego zagrozenia, infekcja w czasie cigzy moze prowadzi¢ do
ciezkiego uszkodzenia ptodu, znanego jako zespdt rézyczki wrodzonej (CRS), obejmujacego
wady serca, gtuchote, Slepote i inne powazne zaburzenia. Wirus rézyczki jest przenoszony
drogg kropelkowg oraz poprzez bezposredni kontakt z wydzielinami osoby zakazonej, np.
podczas kaszlu czy kichania. Jedng z najskuteczniejszych metod zapobiegania rézyczce jest
szczepienie ochronne, ktore jest czescig standardowych programow szczepien w wielu krajach.
Dzieki skutecznym kampaniom szczepien, liczba przypadkéw rézyczki znacznie spadta na
przestrzeni lat, co przyczynito sie do ograniczenia ryzyka CRS. Niestety, mimo tych wysitkdw,
rézyczka nadal stanowi problem zdrowia publicznego w niektérych czesciach sSwiata, zwtaszcza

tam, gdzie dostep do szczepien jest ograniczony [20].

4.2.5 Orthomyxoviridae
Rodzina Orthomyxoviridae gromadzi grozne patogeny ludzi i zwierzat, wywotujgce grype.
Charakterystyczng cechg wiruséw z tej rodziny jest ich zdolno$¢ do szybkiej ewolucji poprzez

dwie gtdwne Sciezki: skok antygenowy (z ang. antigenic shift) i przesuniecie/dryf antygenowy
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(z ang. antigenic drift), co utrudnia wytworzenie dtugotrwatej odpornosci i jest przyczyng

koniecznosci corocznego aktualizowania sktadu szczepionek przeciw grypie.

Genom ortomyksowiruséow sktada sie z siedmiu (IBV) lub o$miu (lAV, IBV) segmentdéw
jednoniciowego RNA o ujemnej polarnosci, co umozliwia im szybka rekombinacje genetyczna
oraz adaptacje do nowych gospodarzy. Ostonka zawiera biatka hemaglutyniny (HA) i
neuraminidazy (NA), ktére odgrywaja kluczowe role w infekcji komérek gospodarza oraz w
uwalnianiu nowo powstatych wirionéw, a tym samym s3g gtéwnymi celami dla odpowiedzi

antywirusowej uktadu immunologicznego [21].

Wejscie wirusa do komoérki nastepuje na drodze endocytozy poprzez przytgczenie sie
hemaglutyniny zakotwiczonej w ostonce lipidowej wirusa z receptorami kwasu sjalowego w
komérkach gospodarza. Nastepnie genom wirusowy jest transportowany do jadra
komérkowego, gdzie zachodzi jego replikacja z uzyciem wirusowej polimerazy RNA zaleznej od
RNA (RdRp). Do produkcji biatek wirusowych jest wykorzystywana maszyneria transkrypcyjna
komorki. Odpowiednie kompleksy wirusowych rybonukleoprotein sg transportowane z jadra
komérkowego do cytoplazmy, gdzie nastepuje formowanie czgstek wirusowych podczas

odpgaczkowania wiruséw potomnych z btony komdrkowej [22].

Wirusy z tej rodziny sg przyczyng sezonowych epidemii grypy, ktére corocznie dotykajg miliony
ludzi na catym $wiecie, powodujgc znaczne obcigzenie dla systeméw ochrony zdrowia oraz
ekonomii. Pandemie grypy, takie jak pandemia grypy hiszpanki w 1918 roku, grypy azjatyckiej
w 1957 roku, grypy Hongkongu w 1968 roku oraz pandemia grypy HIN1 w 2009 roku,
podkreslajg potencjalne zagrozenie, jakie wirusy z tej rodziny mogg stanowié dla zdrowia

ludzkiego [23].

4.2.6  Paramyxoviridae

Wirusy z rodziny Paramyxoviridae sg odpowiedzialne za infekcje drég oddechowych, uktadu
nerwowego oraz skoéry u ludzi i zwierzat. Do najbardziej znanych paramyksowiruséw zalicza sie
wirusy paragrypy (grypy rzekomej / parainfluenzy) (Respirovirus), $winki (Mumps rubulavirus),
odry (Morbillivirus hominis) oraz syncytialny wirus oddechowy (Orthopneumovirus hominis),

ktory jest gtéwng przyczyng infekcji dolnych drég oddechowych u matych dzieci.

Paramyksowirusy posiadajg ostonke, co jest charakterystyczne dla wielu wiruséw RNA. W jej
sktad wchodzg biatka powierzchniowe, w tym glikoproteiny odpowiedzialne za wigzanie z

-19 -



receptorami komdrkowymi gospodarza i fuzje z btong komdrkowa, co umozliwia wirusom

wnikanie do wnetrza komadrek [24].

Po wejsciu do komodrki gospodarza replikacja materiatu genetycznego oraz synteza biatek
wirusowych zachodzg w cytoplazmie. W kolejnym etapie powstajg rybonukleoproteiny,
sktadane w cytoplazmie i transportowane w okolice btony komérkowej, gdzie znajdujg inne

biatka ostonki wirusowej, tam dochodzi do ich odpgczkowania wraz z btong komérkowg [25].

Choroby wywotywane przez paramyksowirusy mogg prowadzi¢ do powaznych powikfan,
szczegblnie w populacjach wysokiego ryzyka, takich jak dzieci, osoby starsze czy osoby z
obnizong odpornoscig. Przyktadowo, odra moze spowodowaé zapalenia mozgu i ptuc, a RSV
jest gtdwng przyczyna hospitalizacji dzieci z powodu ostrego zapalenia oskrzelikéw, zapalenia

oskrzeli i ptuc.

Profilaktyka w chorobach wywotanych przez paramyksowirusy opiera sie gtéwnie na
szczepieniach ochronnych. Skuteczne szczepionki przeciwko odrze i $wince znacznie
zmniejszyty liczbe przypadkow tych choréb na $wiecie. Jednakze dla niektérych wiruséw, mimo
intensywnych badan, nadal nie opracowano skutecznej szczepionki, a nowo zatwierdzona
szczepionka przeciw RSV jest na razie rekomendowana dla ciezarnych i oséb w podesztym

wieku [26-28].

Wirusy z tej rodziny rozprzestrzeniajg sie gtdwnie drogg kropelkowg oraz przez bezposredni

kontakt z wydzielinami oséb zakazonych [29,30].

4.2.7 Parvoviridae
To rodzina matych (23-28 nm srednicy wirionu), bezostonkowych wirusow infekujgcych
zwierzeta oraz ludzi. Ich materiat genetyczny to jednoniciowy DNA. Rodzina ta dzieli sie na

dwie podrodziny i 14 rodzajéw.

Do zainfekowania komérki gospodarza parwowirusy wykorzystujg endocytoze zalezng od
klatryny. Zawarto$¢ endosomow zostaje uwolniona w przestrzeni okoto-jgdrowej. Kapsydy sg
nastepnie transportowane przez pory jagdrowe do wnetrza jadra komodrkowego, gdzie
dopisywana jest ni¢ komplementarna do ssDNA, po czym dochodzi do replikacji wirusowego

materiatu genetycznego. Do transkrypcji jest uzywana maszyneria komérkowa gospodarza.
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Potomne czastki wirusowe sg sktadane w jgdrze komdérkowym a do ich uwolnienia dochodzi

na skutek lizy komérki [31].

Najwazniejszymi przedstawicielami tej rodziny atakujgcymi ludzi sg ludzki parwowirus B19
(B19V) oraz ludzki bokawirus (HBoV). S3 one przenoszone gtéwnie drogg kropelkows,
szczegblnie na i przez osoby z niedoborem odpornosci. Dochodzi natomiast czasem do
zainfekowania o0séb zdrowych. Parwowirus wywotuje czesto wysypki i bole stawowe. Podczas
zakazenia moga wystgpi¢ réwniez wybroczyny na twarzy oraz zespdt rekawiczkowo-
skarpetkowy. HBoV typu 1 ma natomiast wieksze powinowactwo do uktadu oddechowego-
wywotuje on réznorodne objawy zakazenia drég oddechowych o przebiegu od tagodnego po
ciezki. Infekcje te mogg przyczyniaé sie rowniez do zapalenia oskrzelikdw ptucnych, ptuc czy
krupu. Jest to jeden z trzech gtéwnych czynnikéw etiologicznych wywotujgcych u cztowieka
infekcje uktadu oddechowego. Wirus ten moze odpowiadad za nawet 20% zakazen. Ponadto,
wirus ten moze takze infekowa¢ uktad pokarmowy, wywotujgc dodatkowe objawy takie jak
biegunka oraz wymioty. HBoV typu 2-4 wywotujg gtéwnie choroby drég pokarmowych o réznej
intensywnosci objawdw. W przebiegu choroby obserwowane sg rdwniez bdl gardta, trudnosci

w oddychaniu oraz niedotlenienie krwi [32,33].

4.2.8 Picornaviridae
Jest to rodzina matych wiruséw o s$rednicy ikosaedralnych czasteczek okoto 30 nm. Nie
posiadajg one ostonki a ich materiat genetyczny to ssRNA o dodatniej polarnosci. Do rodziny

tej nalezg, miedzy innymi, aftowirusy, hepatowirusy, enterowirusy i rinowirusy [34].

Pikornawirusy posiadajg zréznicowane cykle zyciowe; niektére z nich wnikajg do komadrek
gospodarza poprzez endocytoze, inne jedynie wpuszczajg materiat genetyczny do komarki.
Wirusy z tej rodziny wykorzystujg komdrkowe czynniki inicjacyjne w celu zapoczatkowania
translacji swojego genomu. W procesie transkrypcji dochodzi réwniez do replikacji genomu
wirusowego. Wirusy potomne sg formowane z nadprodukowanych biatek z uzyciem duzej
ilosci proteaz a ztozone wiriony mogg opusci¢ komadrke gospodarza po jej zniszczeniu na drodze

lizy [31].

Ze wzgledu na choroby uktadu oddechowego najwazniejszymi przedstawicielami tej rodziny sg
enterowirusy oraz rinowirusy. Te ostatnie odpowiadajg za wiekszo$¢ zachorowan na

przeziebienie; u dzieci sg to $rednio dwie infekcje rocznie, u dorostych jedna. Szczegdlnie
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narazone na powiktania oraz ciezsze objawy choroby sg osoby o ostabionym ukfadzie

odpornosciowym, chorujgce na astme oraz choroby przewlekle [35].

Wirusy te mogg by¢ przenoszone na réine sposoby: drogg fekalno-oralng, przez kontakt
bezposredni lub drogg kropelkowga. Sg odporne na warunki srodowiskowe. Zwykle wywotujg
klasyczne objawy przeziebienia, ktére trwajg okoto tygodnia; zaliczajg sie do nich: kaszel, bél
gardta, bdl gtowy, kichanie, gorgczka, niedroznos¢ drég oddechowych i inne. W bardziej
powaznych przypadkach zakazenie rinowirusem moze prowadzi¢ do ostrego zapalenia ucha
srodkowego, zapalenia bfony sluzowej nosa i zatok przynosowych, podgtosniowego zapalenia
krtani- tak zwanego krupu, zapalenia oskrzelikdéw a nawet zapalenia ptuc. Podczas rutynowych
badan u lekarzy pierwszego kontaktu nie praktykuje sie zwykle wykonywania badan na
obecnosé tych wiruséow. Komercyjnie dostepne sg natomiast testy PCR. Choroby wywotywane

przez rinowirusy sg leczone objawowo [36].

4.2.9 Pneumoviridae

Rodzina wiruséw Pneumoviridae obejmuje wazne patogeny oddechowe, ktdre sg gtownymi
przyczynami infekcji dolnych drég oddechowych u dzieci, a takze mogg powodowac choroby u
dorostych. Sg to duze, ostonkowe wirusy o morfologii sferycznej lub filamentowej, ich genom
stanowi niesegmentowany jednoniciowy RNA o ujemnej polarnosci. Dwa najbardziej znaczgce
ekonomicznie patogeny w tej rodzinie to syncytialny wirus oddechowy (RSV) i
metapneumowirus ludzki (hMPV), ktére sg odpowiedzialne za szeroki zakres infekcji
oddechowych, od fagodnych objawdw przypominajgcych przeziebienie po powazne infekcje,

takie jak zapalenie oskrzeli i zapalenie ptuc [37].

Pneumowirusy taczg sie z receptorami komarek ssaczych za pomocg glikoprotein obecnych na
ich powierzchni. Po przyfaczeniu sie dochodzi do potgczenia btony komérkowej z ostonka
wirusowg i uwolnienie zawartosci wirusa do wnetrza komdrki. Nastepnie w cytoplazmie
zachodzi replikacja i transkrypcja materiatu genetycznego wirusa. Glikoproteiny
powierzchniowe sg produkowane, modyfikowane posttranslacyjnie i transportowane poprzez
retikulum endoplazmatyczne oraz aparat Golgiego, gdzie dojrzewajg. Nukleokapsydy sa

nastepnie pakowane i uwalniane poprzez odpaczkowanie z btony komdrkowej [38].

RSV jest najczestszg przyczyng zapalenia oskrzeli i zapalenia ptuc u niemowlat i matych dzieci.

Infekcje mogag byé¢ szczegdlnie ciezkie u noworodkéw, oséb z ostabionym uktadem
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odpornosciowym oraz u 0séb starszych. Mimo ze wiekszos$¢ infekcji u dzieci ma tagodny
przebieg, RSV jest gtéwng przyczyng hospitalizacji dzieci z powodu infekcji dolnych drég
oddechowych na catym swiecie. Wirus ten moze powodowac zapalenie oskrzelikow, zapalenie
ptuc oraz krup. Przeniesienie sie pierwszej infekcji tym wirusem na dolne drogi oddechowe jest
obserwowane nawet u poftowy zakazonych noworodkéw i matych dzieci. Nawet do 3%

zakazonych dzieci wymaga hospitalizacji [39].

hMPV, wywotuje objawy podobne do RSV. Tak jak RSV, hMPV jest szczegdlnie niebezpieczny
dla matych dzieci, oséb starszych oraz pacjentéw z ostabiong odpornoscia. hMPV moze
powodowac choroby gérnych i dolnych drég oddechowych, w tym zapalenie krtani, zapalenie
oskrzeli oraz zapalenie ptuc. Objawy infekcji mogg obejmowac gorgczke, kaszel, dusznosci oraz

ogdlne symptomy przypominajgce grype [40].

Na ludzkiego metapneumowirusa nie istnieje szczepionka, natomiast od niedawna na rynek
zostat wprowadzony preparat chronigcy przed RSV. Szczepionki Arexvy oraz Abrysvo zostaty
dopuszczone na rynek przez Europejskg Agencje Lekow, jak rowniez amerykanskie FDA. Sg one
przeznaczone dla oséb w wieku 60+. Druga z wymienionych szczepionek moze by¢ rowniez
stosowana u kobiet w cigzy tworzgc profilaktyczng ochrone niemowlecia do 6 miesigca zycia.
Sg to szczepionki podjednostkowe stworzone na bazie rekombinowanych biatek wirusowych.
Ich produkcja odbywa sie in vitro w linii komdrkowej CHO. Nie sg one refundowane w Polsce,
a jedna dawka tego preparatu kosztuje w momencie powstawania tej pracy ponad 1000 zt

[41,42].

4.2.10 Poxviridae

Rodzina wiruséw Poxviridae obejmuje patogeny zdolne do infekowania zwierzat, w tym ludzi.
WSsrdd nich znajdujg sie wirusy odpowiedzialne za powazne choroby, takie jak ospa prawdziwa
(variola virus, VARV), ktdra zostata wyeradykowana dzieki globalnym wysitkom szczepiennym
oraz wirus wywotujgcy ospe krowig (vaccinia virus, VACV). Chociaz wiekszos¢ zainteresowania
pokswirusami koncentruje sie na ich wptywie na skére i tkanki, niektére z nich moga
powodowac réwniez objawy ze strony uktadu oddechowego, zwtaszcza w fazie poczatkowej
infekcji. W niektérych przypadkach moze dochodzié takze do dolegliwosci uktadu

pokarmowego. W 2022 roku zaobserwowano ogniska wirusa ospy matpiej Mpox (ang.
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monkeypox) nalezgcego do tej rodziny. Powoduje on u ludzi gorgczke, bdéle miesni i gtowy,

wysypke oraz powiekszenie weztéw chtonnych.

Ze wzgledu na szybkie rozprzestrzenianie sie tych wiruséw dokfadna i szybka diagnostyka jest
szczegblnie waznym zagadnieniem umozliwiajgcym izolacje i leczenie, co potwierdzajg
przypadki matpiej ospy wykrytej na przetomie 2022-2023 roku u ponad 87000 osdéb w 110
krajach [43].

Pokswirusy wnikajg do komodrek przez bezposrednig fuzje ostonki wirusowej z btonag
komérkowa, uwalniajgc zawartos¢ wirionu do cytoplazmy. Tam dochodzi do replikacji oraz
transkrypcji materiatu genetycznego. Do sktadania potomnych wiruséw dochodzi w
wirosomach, zwanych czasem fabrykami wiruséw. Wiriony potomne mogg by¢ uwalniane

poprzez egzocytoze, pgczkowanie lub rozpad komérki gospodarza [44].

Do zakazenia dochodzi poprzez kontakt bezposredni, jak réwniez droga kropelkowg, co

Swiadczy o obecnosci wiruséw w uktadzie oddechowym chorych.

Kontrola i prewencja opierajg sie na szybkiej identyfikacji przypadkdw, izolacji zakazonych
0s0b, stosowaniu Srodkdéw ochrony osobistej i w przypadku dostepnosci, szczepieniu przy

zastosowaniu szczepionki opartej na wirusie vaccinia [45,46].

4.2.11 Podsumowanie
W celu lepszego zobrazowania podobienistwa objawdw wystepujgcych w zakazeniach

wywotywanych przez powyzsze rodziny wirusow, zbiér objawow przedstawiono w Tabeli 2.

Wystepowanie tych objawdéw lub ich czestos¢ moze rézni¢ sie w zaleznosci od ukfadu
odpornosciowego danego organizmu, wieku pacjenta, innych przebytych choréb czy nawet,

jako wyjscie wirusa z cyklu latencji - zachorowanie lub szczepienie na ospe wietrzng i pétpasiec.
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Tabela 2. Objawy wywotywane przez infekcje wirusami nalezgcymi do poszczegdlnych rodzin

Objaw

Goraczka

<\.| Herpesviridae

<.| Matonaviridae

<.| Parvoviridae

Bdl gtowy

| | Picornaviridae

| \| Pneumoviridae

B4l miesni

"\

S| N| A Poxviridae

Kaszel

B4l gardta

Katar- niezyt nosa

NENRN

Dusznosci

SN A A A A A Paramyxoviridae

NERENEVEN

Bol w klatce

piersiowej

<A A A A A A A Adenoviridae

NN A A A A A coronaviridae

NN A A A A A orthomyxovirida

NENERNENEN

NENERNENEN

Zapalenie gardta

Zapalenie krtani

Zapalenie oskrzeli

Zapalenie ptuc

NENENEN

NN

Niezyt uktadu

pokarmowego

NENENENEN

SNENENENEN

SNENENENEN

SNENENENEN

Utrata wechu i

smaku

(\

Zapalenie spojowek

Powiekszenie

weztéw chtonnych

NN

NN

NN

Zmeczenie

Wysypka

<<

<<

< <

NN

<<
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4.3 Metody diagnostyczne w chorobach wirusowych

4.3.1 Reakcja taricuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym - gPCR

llosciowa reakcja taricuchowa polimerazy (ang. quantitative polymerase chain reaction) -
znana takze jako reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym, jest jedng z najszerzej
stosowanych metod stuzgcych do wykrywania patogendw. Jest to szybka, czuta i specyficzna
metoda wykrywania DNA lub RNA patogendw co uczynito jg w tej chwili podwaling diagnostyki
réznorodnych zakazen. Zostata ona opracowana pod koniec lat 90 XX wieku i od tamtego czasu

wielokrotnie ulepszana.

Metoda ta opiera sie na klasycznej taricuchowej reakcji polimerazy umozliwiajgcej wykrycie
produktu w prébce w czasie rzeczywistym dzieki barwnikowi interkalujgcemu lub specyficznym
sondom ze znacznikami fluorescencyjnymi. Podczas zachodzenia reakcji specyficzne startery
przytgczajg sie do matrycy a polimeraza umozliwia amplifikacje fragmentéw. Po powielaniu
marker fluorescencyjny przytgcza sie do rozpoznawanej czgsteczki. Fluorescencja zostaje
wzbudzona i zmierzona pomiedzy kazdym cyklem reakcji. Wzrost obserwowanej fluorescencji
jest proporcjonalny do ilosci produktu PCR, co umozliwia $ledzenie reakcji w czasie
rzeczywistym. Gdy sygnat uzyskany w prdbce znacznie przekroczy sygnat tta, mozemy
stwierdzi¢, ze w probce zachodzi oczekiwana reakcja. Cykl, w ktérym taka zmiana jest

wykrywana, jest nazywany cyklem progowym (z ang. treshold cycle — Ct) [47,48].

Zastosowanie gqPCR w diagnostyce jest bardzo szerokie, od wykrywania infekcji wirusowych,
takich jak zakazenia powodowane przez wirusy grypy, z6ttaczki czy HIV, infekcji bakteryjnych,
np. Mycobacterium tuberculosis czy pasozytniczych jak malaria. Dodatkowo, czesto
spotykanym zastosowaniem tej metody jest wykrywanie gendéw antybiotykoodpornosci u

bakterii [49].

Ze wzgledu na wysokg czuto$é metoda ta jest podatna na zanieczyszczenia pochodzgce z innych
probek lub z otoczenia, prowadzgce do wynikdéw fatszywie pozytywnych oraz negatywnych.
Wyniki fatszywie pozytywne i fatszywie negatywne moga by¢ réwniez powodowane przez
rozpad sond, np.: w wyniku nieprawidtowego przechowywania. Z tego wzgledu kluczowe jest
stosowanie rdéznego rodzaju kontroli reakcji podczas wykonywania kazdego badania, to jest
kontroli pozytywnej, kontroli negatywnej, NTC- kontroli bez matrycy. Analiza pozyskanych

wynikdw  wymaga natomiast technicznego zrozumienia dziatania metody i
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wyspecjalizowanego personelu. Urzadzenia potrzebne do wykonania reakcji qPCR stajg sie
coraz bardziej dostepne cenowo, lecz aby laboratorium mogto prowadzi¢ takie badania,

niezbedny jest wydatek kilkudziesieciu do kilkuset tysiecy ztotych [50,51].

Pandemia COVID-19 uwydatnita role qPCR w diagnostyce choréb zakaznych, podczas ktérej
byta stosowana na najszerszg dotad skale i rozpromowana przez media niemal wsréd

wszystkich ludzi.

4.3.2 Testy kasetkowe (immunochromatografia)

Szybkie testy immunochromatograficzne, w jezyku angielskim nazywane LFT (z ang. lateral
flow test) lub LFD (z ang. lateral flow device), sg prostymi w uzyciu i wykonaniu testami
diagnostycznymi, stuzgcymi gtéwnie do samotestowania w warunkach domowych, bez

koniecznosci posiadania jakiegokolwiek sprzetu laboratoryjnego.

Zasada dziatania opiera sie na potgczeniu chromatografii bibutowej stosowanej juz od lat 40
XX wieku oraz technikach immunopowinowactwa opracowanych w latach 60. i 70. XX wieku.
Techniki te potgczono w latach 80. XX wieku a pierwszy test immunochromatograficzny trafit
na rynek w 1988 roku. Byt to test Clearblue umozliwiajgcy wykrywanie hormondéw zwigzanych

z cigzg w warunkach domowych [52].

Testy sktadajg sie zwykle z kilku bton potgczonych ze sobg i przytwierdzonych do plastikowego
szkieletu (Ryc. 1). Pierwsza z nich bedaca polem natozenia prébki ma na celu odfiltrowanie
niepozadanych czasteczek, takich jak krwinki czy komaérki nabtonka, ktére mogg zablokowac
przeptyw wewnatrz testu. Jest ona potfgczona z kolejng membrang bedgcg polem reakcyjnym
— w tym miejscu znajdujg sie wyznakowane antygeny lub przeciwciata (zalezy to od rodzaju
wykonywanego testu). Odczynniki, ktdrymi optaszczona jest ta warstwa, czesto wystepuja w
formie liofilizowanej, aby ich przemieszczanie sie wewnatrz testu mozliwe byto dopiero w
obecnosci buforu. Pole reakcyjne jest potgczone z membrang nitrocelulozowg, na ktérej
znajduje sie pole testowe i gdzie mozliwe jest odczytanie wyniku testu. Znajdujg sie tam w
okreslonych miejscach (najczesciej liniach) czasteczki specyficzne dla wykrywanych celéw
molekularnych oraz kontroli poprawnosci wykonania testu. Na koricu btony nitrocelulozowej
znajduje sie medium absorbcyjne gwarantujgce odpowiedni przeptyw na catej dtugosci testu

[53].
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Rycina 1 Schemat budowy testu immunochromatograficznego znajdujgcego sie wewnqtrz plastikowych kasetek

Testy te zawdzieczajg swojg popularno$é bardzo niskiej cenie, tatwej dostepnosci i prostocie
wykonania. Podczas pandemii COVID-19 bardzo popularne staty sie testy do samodiagnozy
zakazenia wirusem SARS-CoV-2 dostepne niemal w kazdym sklepie. Przyczynito sie to znacznie
do rozpowszechnienia tego rodzaju srodkéw i wprowadzenia na rynek réwniez tak zwanych
testow ,,combo” — wykrywajgcych kilka patogendw na raz. Najpopularniejsze z nich wykrywajg

grype Ai B, RSV oraz SARS-CoV-2 [54].

Testy immunochromatograficzne majg szczegdlnie wysokie znaczenie w krajach rozwijajgcych
sie, gdzie dostep do infrastruktury laboratoryjnej oraz medycznej jest ograniczony. Umozliwity
one wykrywanie takich chordb zakaznych jak gruzlica u oséb chorych na AIDS, powodujgc ich

skuteczniejsze leczenie [55].

Zwykle testy kasetkowe majg nizszy poziom specyficznosci i czutosci niz laboratoryjne testy
diagnostyczne. Moze to skutkowac otrzymywaniem fatszywie negatywnych lub fatszywie
pozytywnych wynikow. Na podstawie przeprowadzonego testu niemozliwe jest tez uzyskanie
danych ilosciowych, co jest wazng informacjg przy monitorowaniu efektywnosci leczenia. Na
dziatanie takiego testu mogg tez wptywaé warunki zewnetrzne takie jak wilgotnosé czy
temperatura powietrza oraz w bardzo duzym stopniu btedy popetnianie przez

niedoswiadczonych uzytkownikéw [56].

4.3.3 Systemy zamkniete
Systemy zamkniete sg znaczgcym postepem w dziedzinie diagnostyki, a w szczegdlnosci w
wykrywaniu chordb zakaznych. Systemy te integrujg wszystkie kroki procesu, takie jak

przygotowanie probki, powielenie kwaséw nukleinowych oraz detekcja w jednym urzadzeniu.
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Uzytkownik najczesciej nie ma zadnego fizycznego wptywu na przebieg reakcji. Dzieki temu
umozliwiajg one szybkie, doktadne i zautomatyzowane badanie prébek. Kazdy z tych systemow
zostat zaprojektowany do szybkiej i efektywnej diagnostyki réznych patogendw, wykorzystujac
zamkniete, jednorazowe kasetki lub wktady, co jest kluczowe w minimalizowaniu ryzyka
kontaminacji i zapewnieniu precyzyjnych wynikéw diagnostycznych. Uzytkowanie jak rowniez
zakup tego typu urzadzen wigze sie z wysokimi kosztami jednorazowych kasetek do nich

dedykowanych, przez co wiele osrodkéw nie decyduje sie na ich zakup.
Na rynku istnieje wiele tego rodzaju systeméw, miedzy innymi:

1.Cepheid i system GeneXpert: GeneXpert jest szeroko stosowany do szybkiej diagnostyki
réznych infekcji, w tym gruzlicy (TB) i jej form lekoopornych, wirusowego zapalenia watroby
typu C (HCV), ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci (HIV) oraz gronkowca opornego na
metycyline (MRSA). System opiera sie na technologii PCR w czasie rzeczywistym i jest

doceniany przez uzytkownikéw za swojg szybkos¢ (20-100 minut) oraz tatwosc¢ uzycia [57].

2. BioMérieux i system BioFire FilmArray: System FilmArray to kolejny przyktad zamknietego
systemu diagnostycznego, ktéry umozliwia testowanie szerokiego spektrum patogendéw (20-
30) z jednej prébki. FilmArray integruje procesy lizy, amplifikacji, wykrywania i analizy,

dostarczajgc wyniki w ciggu okoto godziny [58].

3.Roche i systemy ePlex oraz Cobas Liat: Cobas Liat to kompaktowe urzadzenie przeznaczone
do szybkich testow diagnostycznych w punktach opieki (z ang. point of care), ktére
wykorzystuje technologie PCR w czasie rzeczywistym do wykrywania patogendéw takich jak
wirusy grypy A i B, RSV, SARS-CoV-2 oraz Streptococcus grupy A, jak rdwniez Clostridiodes
difficile. System ePlex jest oparty na mikromacierzach, w ktdrych zachodzg reakcje odwrotne;j
transkrypcji oraz PCR. Jest to system posiadajgcy szerokg game testéw wykrywajgcych wirusy

oraz bakterie [59,60].

4.Abbott i system ID NOW: ID NOW jest jednym z najszybszych dostepnych systemoéw
diagnostycznych, dostarczajgcym wyniki w ciggu kilku minut. Jest on uzywany gtéwnie do

wykrywania wirusa grypy, RSV, SARS-CoV-2 oraz Streptococcus grupy A [61].

5.Quidel i system Sofia: Sofia wykorzystuje technologie fluorescencyjnego testu

immunologicznego do szybkiego wykrywania patogendéw. Chociaz nie jest to system oparty na
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PCR, jest przyktadem zamknietego systemu diagnostycznego, ktéry minimalizuje ryzyko
kontaminacji i utatwia obstuge. System ten posiada testy umozliwiajgce wykrywanie miedzy

innymi grypy, RSV, SARS-CoV-2 oraz réznorodnych bakterii [62].

4.3.4 ELISA

Test immunoenzymatyczny (ELISA- ang. enzyme-linked immunosorbent assay) jest czesto
stosowany w laboratoriach diagnostycznych do wykrywania jakosciowego oraz ilosciowego
antygenow lub przeciwciat zwigzanych z chorobami zakaznymi. Jest to bardzo wazna metoda

wykorzystywana zaréwno w diagnostyce, epidemiologii, jak i podczas badan naukowych [63].

ELISA jest technikg ptytkowa zaprojektowang w celu wykrywania substancji zawartych w

roztworze, takich jak biatka, peptydy, przeciwciata, antygeny czy hormony.

Testy diagnostyczne ELISA najczesciej stosuje sie do wykrywania wiruséw takich jak HIV, grypa,
HCV oraz HBV. Test na obecnos¢ wirusa HIV wykrywa przeciwciata skierowane przeciwko temu
wirusowi w krwi obwodowej, co jest bardzo wazne w diagnozowaniu i leczeniu HIV oraz AIDS.
Stosuje sie je takze do wykrywania alergii pokarmowych oraz w toksykologii do wykrywania

niektérych rodzajéw narkotykéw [64,65].
Ze wzgledu na sposéb detekcji mozemy wyrdznic cztery gtéwne typy testéw ELISA:

ELISA bezposrednia (z ang. direct ELISA): W tym typie testu antygen jest immobilizowany na
powierzchni ptytki. Nastepnie dodawane s3 swoiste wobec antygenu przeciwciata
skoniugowane z enzymem. Po dodaniu substratu dla enzymu, reakcja produkujgca sygnat

(zwykle barwny) wskazuje na obecnos¢ antygenu.

ELISA posrednia (z ang. indirect ELISA): Podobnie jak w metodzie bezposredniej, antygen jest
immobilizowany na ptytce. Jednak tutaj stosuje sie dwa przeciwciata: nieznakowane
przeciwciato pierwszorzedowe, swoiste wobec antygenu, a nastepnie znakowane przeciwciato
drugorzedowe, swoiste wobec gatunku, z jakiego zostaty wyprowadzone przeciwciata

pierwszorzedowe. Ta metoda zwieksza czutosé testu dzieki amplifikacji sygnatu.

ELISA typu "sandwich" (z ang. sandwich ELISA): W tym wariancie testu przeciwciato
wychwytujgce swoiste wobec antygenu jest immobilizowane na ptytce. Po dodaniu probki,

antygen wigze sie z przeciwciatami. Nastepnie dodawane s3g przeciwciata detekcyjne
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skoniugowane z enzymem, ktére rowniez wigzg sie z antygenem (wykrywajg inny epitop),

tworzgc "kanapke".

ELISA kompetycyjna (z ang. competitive ELISA): W tej metodzie antygen z prébki i antygen
skoniugowany z enzymem konkurujg o miejsce wigzania przeciwciat immobilizowanych na
ptytce. Im wiecej antygenu jest w prébce, tym mniej antygenu znakowanego wigze sie z
przeciwciatami immobilizowanymi na ptytce, co skutkuje stabszym sygnatem. Ta metoda jest

stosowana do wykrywania niewielkich ilosci antygenu [66].

Niezaleznie od typu testu, w koicowym jego etapie dodawany jest substrat dla enzymu, z
ktéorym koniugowane sg przeciwciata lub antygen. Efektem reakcji enzymatycznej moze by¢
zmiana barwy roztworu, luminescencja (testy CLIA) lub fluorescencja. Nastepnie dokonywany
jest pomiar absorbancji lub intensywnosci sygnatu w specjalnie do tego przeznaczonych
czytnikach ptytek. Na podstawie krzywej wzorcowej wykonanej przy zastosowaniu preparatu

0 znanym stezeniu antygenu, mozna okresli¢ zawartos¢ antygenu w probce.

ELISA jest wysoce czutg i specyficzng metodg umozliwiajgcg wykrycie matych ilosci przeciwciat
i antygendw co czyni jg bardzo skutecznym narzedziem diagnostycznym. Umozliwia ona
uzyskanie wynikow jakosciowych jak i ilosciowych, jest skalowalna w prosty sposdb a rézne jej

typy moga byé stosowane w zaleznosci od potrzeby diagnostyczne;j.

W zaleznosci od typu metody oraz stosowanych odczynnikdw, jej koszty mogg sie znaczaco
réznic. Niektére zestawy do przeprowadzania testéw ELISA s3 tanie, natomiast techniki takie
jak ELISA typu sandwich sg z zasady drozsze ze wzgledu na wykorzystanie wiekszej ilosci
przeciwciat. Do prawidtowego przeprowadzenia tego rodzaju testéw niezbedny jest takze
przeszkolony personel posiadajacy umiejetnosci techniczne oraz wiedze niezbedng do

interpretacji wynikéw testu.

4.3.5 Immunohistochemia

Immunohistochemia (IHC) jest metodg szeroko wykorzystywang w histopatologii w celu
detekcji specyficznych antygendéw wewnatrz tkanek. Umozliwia ona diagnozowanie infekcji
poprzez wykorzystanie oddziatywan antygen-przeciwciato w celu zwizualizowania antygendéw
i okreslenia ich lokalizacji w tkance. Stosuje sie jg gtéwnie w skrawkach mikroskopowych
tkanek, do ktérych s3 dodawane przeciwciata skierowane przeciwko antygenom
poszukiwanego patogenu. W celu uwidocznienia antygendw najczesciej stosuje sie
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przeciwciata drugorzedowe wyznakowane enzymem (np. peroksydazg chrzanowgy), ztotem
koloidalnym lub fluoroforem. Metoda ta jest szczegdlnie wazna w przypadku ograniczonej
ilosci dostepnej probki lub gdy patogen wystepuje w organizmie w bardzo matej ilosci.
Technika ta stuzy réwniez do wykrywania patogenéw trudnych badz niemozliwych w hodowli,
np. wirusow Ebola czy Nipah, ze wzgledu czwarty poziom klasy zabezpieczen (z ang. biosafety

level-4, BSL-4), ktory spetnia ograniczona liczba jednostek na swiecie [67-69].

IHC znalazta zastosowanie takze w weterynarii, gdzie uzywa sie jej do wykrywania szeregu
patogendw takich jak wirusy, bakterie, priony oraz pasozyty. Do jej zalet nalezg niskie koszty
wykonania badania, mozliwo$¢ analizy probek z bloczkéw parafinowych nawet po
dtugotrwatym przechowywaniu i szeroki wachlarz wykrywanych patogendéw ze wzgledu na

dostepnosc¢ duzej ilosci przeciwciat komercyjnych [70].

Wsréd minusow IHC mozna wyrdzni¢ skomplikowany protokdt, ktéry wymaga precyzyjnej
kontroli przetwarzania tkanki, selekcji przeciwciat i warunkéw barwienia. Brak dokfadnosci na
ktorymkolwiek etapie moze prowadzi¢ do fatszywie ujemnych badZz dodatnich wynikéw.
Interpretacja wynikdw moze by¢ subiektywna i wymaga specjalistycznej wiedzy zarowno w

zakresie patologii, jak i chordéb zakaznych.

4.3.6  Hodowle in vitro

Uzycie hodowli komodrkowych jest jedng z fundamentalnych metod w mikrobiologii i
wirusologii. Poczatki tej metody siegajg 1913 roku, kiedy wirus krowianki zostat po raz pierwszy
namnozony w komdrkach. W diagnostyce hodowle in vitro byty stosowane od lat 50. do korica
lat 70. XX wieku, kiedy to tansze i szybsze metody zaczety je wypiera¢. Metoda ta polega na
propagowaniu komorek w kontrolowanych warunkach, a nastepnie na wprowadzaniu do nich
probek z potencjalnym patogenem. Po odpowiednio dtugiej hodowli i namnazaniu wirusa,
ktore moze trwa¢ od 1 doby do kilku tygodni, hodowle sg poddawane obserwacji
mikroskopowej majacej na celu potwierdzenie efektu cytopatycznego. Moze on przybierac
réznorodne formy, takie jak: puchniecie, zmniejszanie, zaokraglanie sie komérek, tworzenie
syncytiow lub catkowite zniszczenie warstwy komérek. Metoda ta rozwijata sie wraz z
rozwojem technik laboratoryjnych oraz standaryzacji zwigzanej z bankami komérek, firmami
tworzgcymi gotowe pozywki hodowlane i zmiang naczyn hodowlanych ze szklanych na

tworzywa sztuczne [71,72].
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Hodowle komodrkowe zostaty wyparte przez techniki molekularne gtéwnie ze wzgledu na
szybkos$é protokotu i czutosé. Techniki molekularne, takie jak PCR, analiza metagenomiczna czy
szybkie testy kasetkowe, umozliwiajg wykrywanie specyficznych sekwencji genetycznych
wirusow bezposrednio z prébki pacjenta, co skraca czas oczekiwania na wyniki z dni lub tygodni
do kilku godzin. Dodatkowo, metody nowych generacji s w stanie wykry¢ wirusy nawet przy
bardzo niskim mianie wirusa, gdzie tradycyjne hodowle mogtyby nie wykaza¢ obecnosci
patogenu. Techniki molekularne minimalizujg réwniez ryzyko skazenia prébek i wymagajg
mniej pracy laboratoryjnej. Wreszcie, umozliwiajg one badanie wiruséw, ktére sg trudne lub
niemozliwe do hodowania w warunkach laboratoryjnych, otwierajgc nowe drogi dla badan i
diagnostyki. Hodowle komdrkowe sg natomiast jedyng z przedstawionych technik, ktéra

potwierdza obecnos¢ integralnego, aktywnego wirusa [73,74].

4.3.7 Podsumowanie metod wykrywania

Wiekszos¢ przedstawionych metod wykrywania zakazen jest stale rozwijana i udoskonalana.
Na rynek sg wprowadzane coraz tansze, doktadniejsze i bardziej przyjazne w obstudze
urzadzenia diagnostyczne umozliwiajgce szybkie rozpoznanie patogenu. Niektére z nich, takie
jak hodowle komérkowe, s3 wypierane przez nowsze metody, czesto jednak pozostajg w

uzytku podczas badan naukowych.

Nie mozna poming¢ wptywu ostatniej pandemii Covid19, ktéra znacznie wptyneta na rozwdj
testéw diagnostycznych, jak rowniez na swiadomos$¢ spoteczeristwa o tych testach. Wzmogta

takze dostep do srodkdw samo-testowania, ktérych ilos¢ znacznie wzrosta a cena spadfa.

Ponizej przedstawiam Tabele 3 z kréotkim poréwnaniem opisanych technik diagnostycznych,

stosowanych w detekcji infekcji wirusowych.
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Tabela 3 Poréwnanie gtownych cech wybranych technik diagnostycznych. *Cena wykonania testow oszacowana na
podstawie analizy dostepnych komercyjnie testow w czasie tworzenia niniejszej pracy

©
= © Q
E [0} — ;
s » |2 - g
o - ~ < ~5
=z @ (S
-5 Y E € < S €
O w 0 © 2] (7] o)
o © = N - = i~
[e 2 x = > w o) )
> o £ c 3
7} c ] 2 o
@ 3 7] £ -
€ oy £ o
£ - o
Czas 1,5- 10-20 30-90 Od  kilku | Od  kilku | 3 dni do
wykonania | 2godziny | minut minut godzin do | godzin do | kilku
catego kilku dni tygodni
dnia
Cena (zt)* | 300-500 od5 200-1200 | 50-300 100-1000 | 200-1500
Doktadno$ | Bardzo Srednia do | Bardzo Bardzo Wysoka Srednia do
¢ testu wysoka wysokiej wysoka wysoka wysokiej
Czytelnos¢ | Prosty Bardzo Bardzo Prosty Skompliko | Skompliko
wyniku odczyt prosty prosty odczyt wany w |wany w
wyniku odczyt odczyt wyniku interpretac | interpreta
wyniku wyniku ji cji
Wykwalifik | Niezbedne | Brak Niezbedne | Niezbedne | Niezbedne | Niezbedne
owany wyksztatce | wymagan- wyksztatcen | wyksztatcen | wyksztatcen | wyksztatce
personel nie samo ie ie ie nie
kierunkowe | testowanie | kierunkowe | kierunkowe | kierunkowe | kierunkowe

4.4 Rozwoj metod sekwencjonowania

Na przestrzeni ostatnich niemalze 50 lat w technikach sekwencjonowania kwaséw

nukleinowych dokonano ogromnych zmian i postepdéw. W ponizszym rozdziale przedstawie

krotko historie rozwoju gtéwnych metod sekwencjonowania.
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4.4.1 Metoda Sangera

W 1977 r. brytyjski biochemik Fryderyk Sanger wraz ze swoim zespotem opracowat metode
odczytywania kolejnosci nukleotyddw zawartych we fragmentach DNA poprzez ich kopiowanie
z uzyciem DNA-zaleznej polimerazy DNA [75]. Metoda ta, nazywana réwniez metoda
terminacji polega na wbudowywaniu dideoksynukleotydéw (ddNTPs) koriczacych proces
replikacji DNA. Podczas zachodzenia tej reakcji syntetyzowana jest ni¢ komplementarna od
korica 3’ rozpoczynajgca sie od startera komplementarnego do matrycy DNA. Polimeraza
wydfuza syntetyzowany fragment przy uzyciu klasycznych deoksynukleotydéw (dNTPs) i
znakowanych fluorescencyjnie ddNTP, ktére koriczg proces elongacji. Takie fragmenty sa
nastepnie rozdzielane w zelu w celu okreslenia sekwencji nukleotydowej [76]. Metoda ta jest
znana z bardzo wysokiej doktadnosci (99,999%), lecz ograniczonej dtugosci odczytéw- okoto

1000 par zasad [77].

Poprzez lata rozwoju tej technologii z czasem wprowadzono wiele zmian jg
unowoczes$niajgcych. Zmniejszono ilos¢ naczyn reakcyjnych z czterech do jednego poprzez
zastgpienie radioznakowania fosforem lub trytem przez znakowanie fluorescencyjne (Ryc. 2)
[78]. Detekcja zostata réwniez usprawniona poprzez wprowadzenie elektroforezy kapilarnej

posiadajgcej wyzszg czutosé i rozdzielczos¢ niz metoda klasyczna [79].

-35-



Synteza fragmentow

gendw
z terminacjg d w*ﬁ

Jranc:uc:ha % Q’é E /\/V\ /\j\/\/\
w \

AAAC TG GC TATAGCGT
| Elektroforeza kapilarna wraz z
detekcja fluorescencji

Elektroforeza w zelu i odczyt
kolejnosci prazkow

—

*

T
A
G I I |
C
Fragmenty taricucha DNA zakonczone

fluorescencyjnymi znacznikami

Rycina 2 Schemat zasady dziatania metody sekwencjonowania Sangera, przedstawia klasyczng metode wykorzystujgcg
elektroforeze zelowq oraz nowszq odmiane tej techniki, w ktorej stosuje sie zautomatyzowane odczyty przy uzyciu
elektroforezy kapilarnej i fluorescencji.

Zastgpienie znacznikdw radioaktywnych przez znaczniki fluorescencyjne nie tylko uczynito
proces bezpieczniejszym, ale rowniez pozwolito na wprowadzenie sekwencjonowania w czasie
rzeczywistym z uzyciem automatycznych sekwenatoréw. Dzieki temu mozliwe stato sie szybsze

odczytywanie sekwencji oraz jednoczesne przetwarzanie wielu prébek [80].

Kolejng poprawa byto wprowadzenie techniki nazwanej ,,shotgun sequencing” umozliwiajacej
poznawanie sekwencji fragmentow dtuzszych niz 1000 par zasad. Polegato ono na stworzeniu
wielu nachodzacych na siebie fragmentow, ktdre byty sekwencjonowane osobno, a nastepnie

sktadane, co pozwalato uzyskac jedng dtugg sekwencje — tak zwany kontig - ztozenie [81,82].

4.4.2 Metoda Maxama-Gilberta

Opublikowana w tym samym roku, co metoda Sangera, metoda Maxama-Gilberta nie opiera
sie na syntezie nowej nici DNA; wykorzystuje natomiast reakcje chemiczng specyficznej
degradacji DNA. Polega ona na radioaktywnym znakowaniu dwuniciowego DNA poprzez
przytagczanie trdjfosforanéw deoksyadenozyny wyznakowych izotopem fosforu 32P [83].
Reakcja ta zachodzi przy dziataniu kinazy polinukleotydowej. Nastepnie dwuniciowe czgsteczki

DNA s3 rozdzielane na jednoniciowe, tak przygotowany ssDNA poddawany jest czterem
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reakcjom chemicznym z hydrazyng, hydrazyng z chlorkiem sodu, kwasem mréwkowym lub
siarczanem dimetylu (Ryc. 3). Umozliwia to ciecie jednoniciowego DNA przez piperydyne na
fragmenty zakoriczone okreslonym nukleotydem [84]. Produkty tych reakcji s rozdzielane w
zelu poliakryloamidowym i uwidaczniane na kliszy w celu odczytania dtugosci produktéw

trawienia. Dzieki temu mozliwe jest odszyfrowanie sekwencji DNA.
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2p_g5' 3 rrrerrrrrrrrerrrerel
Frrrrrrrrrrrrrerernd —
el LLLLLLLLLLLLLLLL o
lv Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym i
detekcja produktéw trawienia na kliszy
Chemiczne rekacje cigcia w G c
miejscach specyficznych + +
nukleotydéw Ge—lATITlC
) ) ) , = 3
— = e e — —- - - =
_ G | C| N —
G + + c -
A \T/ \

VVVYV |-="C

Rycina 3 Schemat przedstawiajgcy kolejne etapy procesu sekwencjonowania metodq Maxama-Gilberta
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Ze wzgledu na problemy ze zwiekszeniem skali sekwencjonowania poprzez stosowanie
niebezpiecznych substancji i trudnosci technologiczne metoda ta zostata wyparta przez

metode Sangera [85].

4.4.3  Pirosekwencjonowanie

Poczatki tej metody siegajg potowy lat 80. XX wieku, wtedy to Pal Nyrén opisat dziatanie
enzymow niezbednych do przeprowadzenia pirosekwencjonowania [86,87]. Metoda
pirosekwencjonowania opiera sie na syntezie i wykrywaniu pirofosforanédw uwalnianych
podczas przytgczania sie nukleotyddw do nowo syntetyzowanej nici DNA. Trifosforany
deoksyrybonukleotydéw (dNTP) podczas przytgczania przez polimeraze DNA do ssDNA
uwalniajg pirofosforany, ktére sg konwertowane do ATP poprzez sulfurylaze ATP. Nastepnie ATP
umozliwia przemiane lucyferyny w oksylucyferyne ktéra generuje sygnat Swietlny rejestrowany
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przez kamere ze Swiattoczutg matrycg CCD (Ryc. 4). llo$¢ otrzymanego sygnatu $wietlnego jest
proporcjonalna do ilosci przytgczonych nukleotydéw. W sposdb zautomatyzowany dodawane
sg do reakcji pojedynczo kolejne nukleotydy. Pomiedzy cyklami dodawania nukleotyddw,
nieprzytgczone podczas reakcji nukleotydy sg degenerowane przez apyraze [88,89]. Problem z
odczytem dtuiszych ciggdw jednolitych nukleotydéw wystepuje, gdy sekwencja zawiera
przynajmniej 4 identyczne nukleotydy. Pirosekwencjonowanie umozliwia otrzymanie
odczytéw do dtugosci okoto 500 par zasad [90]. Mimo swoich wad byto jednak pierwszg w
petni zautomatyzowang metodg sekwencjonowania bez koniecznosci rozdzielania produktéow

w zelu.

Dksylucyferyna

Detektor
sygnatu
swietlnego

Sygnat
sSwietlny

Sulfurylaza
ATP

Odczytana sekwencja nukleotydowa
GG A - T - AAA C TT

lu

A e T <>

B

Kolejne dodawane nukleotydy

Rycina 4 Schemat dziatania metody pirosekwencjonowania
Rozwinieciem powyzszej metody byto sekwencjonowanie zastrzezone przez firme 454 Life
Sciences, ktére poprzez rozwdj przepustowosci i wydajnosci zostato skomercjalizowano jako
pierwsza technika sekwencjonowania nastepnej generacji (sekwencjonowanie drugiej

generacji). Technika ta zostata pdzniej przejeta przez firme Roche.
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4.4.4 lllumina (SBS-sekwencjonowanie przez synteze)

Sekwencjonowanie zastosowane w sekwenatorze firmy lllumina jest jedng z najbardziej
rozpowszechnionych metod drugiej generacji. Pozwala ona na jednoczesny odczyt milionéw
fragmentéw DNA, przez co jest niezwykle efektywna. Podobnie jak metoda Sangera, jest to
technika sekwencjonowania przez synteze. Probki DNA s3 w pierwszej kolejnosci
fragmentowane mechanicznie badz enzymatycznie. Nastepnie do fragmentéw dotgczane
zostajg adaptery umozliwiajgce zwigzanie sie DNA do powierzchni komory przeptywowe] do
sekwencjonowania (inaczej chip sekwencjonowania). Nastepnie jest przeprowadzana
mostkowa reakcja PCR, ktéra tworzy klastry — zbiory identycznych kopii DNA powstatych z

pojedynczego fragmentu (Ryc. 5) [77].

Proces sekwencjonowania odbywa sie poprzez synteze polegajgcg na cyklicznym dotgczaniu
jednego z czterech rodzajow wyznakowanych fluorescencyjnie zmodyfikowanych
nukleotydéw. Sg one zablokowane odwracalnym terminatorem uniemozliwiajgcym dalszg
elongacje. Sygnaty sg odczytywane przez detektor fluorescencji i przeksztatcane w sekwencje
nukleotyddw przy uzyciu specjalistycznego oprogramowania. W kolejnym etapie terminator
oraz znacznik fluorescencyjny zostajg odciete, co pozwala na zajscie kolejnego cyklu reakcji

[91].
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Rycina 5 Schemat przedstawiajqcy kolejne etapy sekwencjonowania przez synteze w sekwenatorze llumina
Sekwencjonowanie lllumina jest bardzo precyzyjne, przez co moze by¢ wykorzystywane do
wykrywania polimorfizmédw pojedynczych nukleotydédw (z ang. single nucleotide
polymorphism, SNP). W tej metodzie homologiczne powtdrzenia nukleotydow

(homopolimery) nie sg tak problematyczne jak w innych metodach [92].

Poczatkowo technologa ta umozliwiata sekwencjonowanie bardzo krétkich fragmentéw 35- 75
par zasad; wspotczesnie w systemie Nextseq 1000 i Nexseq 2000 mozna uzyskac nawet 2x 300

zasad w trybie parzystym [93].

4.4.5 lon Torrent
Technologia lon Torrent z wykorzystaniem potencjatu jonowego nalezy do drugiej generacji
sekwencjonowania. Tak jak technika firmy Illumina, to réwniez technologia polegajgca na

sekwencjonowaniu przez synteze. Zostata ona udostepniona publicznie w 2011 roku [94].

Przygotowanie probek w tej technice polega na fragmentacji DNA, dodaniu do niego
adapterdw i nastepnie normalizacji dtugosci fragmentdw biblioteki — poprzez elektroforeze lub
izolacje za pomocg kulek magnetycznych. Tak przygotowane fragmenty sg poddawane reakcji

PCR w emulsji, gdzie w kazdej kropli emulsji znajduje sie jeden fragment DNA i jedna struktura
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ISP (z ang. ion sphere particle). Podczas reakcji PCR amplifikowane fragmenty DNA otaczajq i
przytgczajg sie do ISP. Tak przygotowana prébka jest nanoszona na ptytke pétprzewodnikowa
zawierajgcg mikrostudzienki. Do kazdej z mikrostudzienek moze dosta¢ sie 1 ISP. W trakcie
trwania procesu sekwencjonowania ptytka jest obmywana przez kolejne nukleotydy. Gdy dany
nukleotyd jest inkorporowany w studzience zostaje uwalniany jon wodoru, prowadzac do
zmiany pH w mikrostudzience. Zmiana ta jest rejestrowana przez wrazliwg na zmiane pH
srodowiska warstwe studzienki. Sygnat ulega przekonwertowaniu na elektryczny i przekazaniu
urzadzeniu jako odczytany nukleotyd (Ryc. 6).

Fragmentacja
DNA AL L
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IR e I ITT I TITI TR T T T T T

PCR technikg emulsyjna l Selekcia diugosci

dodanie adapteréw
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e T,
.. SN

—_— N

Rycina 6 Schemat przedstawiajqgcy podstawy dziatania techniki sekwencjonowania lon torrent

Metoda ta umozliwia sekwencjonowanie fragmentéw o dtugosci od 200 do 600 par zasad. W
poréwnaniu do innych metod drugiej generacji lon Torrent oferowat znaczne przyspieszenie

procesu sekwencjonowania oraz obnizenie jego ceny [95,96].

4.4.6 Pacbio (Pacific Biosciences)

Technologia PacBio nazywana rowniez sekwencjonowaniem pojedynczej czgsteczki w czasie
rzeczywistym (ang. single molecule, real-time SMRT) zostata skomercjalizowana i
wprowadzona na rynek w 2011 roku [97]. Technologia ta jest kategoryzowana jako
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sekwencjonowanie trzeciej generacji, poniewaz w przeciwiedstwie do sekwencjonowania
drugiej generacji nie potrzebuje przerwy pomiedzy cyklami sekwencjonowania [98].
Przygotowanie biblioteki polega na dodaniu struktur typu spinki do wloséw do fragmentéw
DNA na obu koncach tworzac przy tym kolistg strukture o nazwie SMRTbell. Tak przygotowane
matryce s nastepnie umieszczane na czipie do sekwencjonowania (SMRTcell), zawierajgcym
wiele nanostruktur Zero-mode waveguides (ZMW). S3 to fizyczne nanostruktury kierujace i
ograniczajgce sygnaty Swietlne, pozwalajgce na zmniejszenie objetosci reakcji oraz
ograniczenie kontaminacji krzyzowej z innych reakcji zachodzgcych w tym samym czasie w
identycznych strukturach znajdujgcych sie w poblizu [99]. Czasteczka polimerazy, znajdujaca
sie na dnie kazdego z ZMW tworzy kompleks ze SMRTbell. Dochodzi do syntezy nowej nici DNA
na podstawie wprowadzonego szablonu poprzez przytgczanie fluorescencyjnie
wyznakowanych nukleotyddow. Fluorescencja jest wzbudzana przez swiatto lasera a dtugos¢ fali
emisji jest zalezna od wbudowanego nukleotydu (Ryc. 7). Nastepnie fluorofor zostaje usuniety
a polimeraza przesuwa ni¢ do kolejnej pozycji, dobudowujgc nastepny nukleotyd. Metoda ta
pozwala na uzyskanie bardzo dtugich odczytéw, czesto dtuzszych niz pierwotna czgsteczka DNA
ze wzgledu na struktury spinki do wtoséw. Polimeraza jest zdolna przemiesci¢ sie po tej
strukturze kontynuujgc synteze nici na ,spince” a nastepnie na nici komplementarne;.
Powstajgcy w ten sposdb odczyt pozwala na uzyskanie wielokrotnego pokrycia

sekwencjonowanego fragmentu [100,101].
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Rycina 7 Schemat przedstawiajqcy zasade dziatania sekwencjonowania SMRT
Dzieki zastosowanej technologii uzyskiwane odczyty sg znacznie dtuzsze niz we wszystkich
opisanych wczesniej metodach. Przy odpowiednim przygotowaniu matrycy DNA jest mozliwe

uzyskanie sekwencji o dtugosci od 15 do 20 tysiecy zasad.

4.4.7 Sekwencjonowanie nanoporowe ONT (Oxford Nanopore Technologies)

Tak jak SMRT, technologia nanoporowa nalezy do trzeciej generacji sekwencjonowania.
Zostata ona opatentowana w 2007 roku i udostepnione do uzytku w 2010 roku. Historia tej
metody jest natomiast dfuzsza, poniewaz juz w latach 90. XX wieku rozpoczeto prace nad

opracowaniem sekwencjonowania opartego na nanoporach [102].

Poczgtkowo biatkiem, ktére wykorzystywano w badaniach byta a-hemolizyna — heptamer z
wewnetrznym kanatem o $rednicy od 1,4 do 2,4 nm. Podczas translokacji kwasow
nukleinowych zauwazono, ze 5 nm obszar wykrywania odpowiada 12 nukleotydom
wptywajgcym jednoczesnie na mierzone natezenie pradu i uniemozliwia identyfikacje
poszczegdlnych nukleotydéw. W celu usprawnienia dziatania wynalazku a-hemolizyne
zastgpiono poryng Mycobacterium smegmantis MspA, ktdra posiada lejkowaty kanat o
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szerokosci okoto 1,2 nanometra i obszarze wykrywania o dtugosci okoto 0,6 nm. Mimo prawie
idealnych wymiaréw nukleotydy nie byty wykrywane a jednoniciowy DNA nie przemieszczat
sie przez por. Zaprojektowano wiec mutanty MspA, w ktérych aminokwasy z negatywnym
tadunkiem zostaty zastgpione aminokwasami z tadunkiem dodatnim lub obojetnym.
Umozliwito to translokacje ssDNA z uzyciem polimerazy DNA phi29 (phi29 DNAP) oraz

rozrdznienie zmian potencjatéow dla kazdego z czterech nukleotydéw [103].

Jest to technika umozliwiajgca sekwencjonowanie DNA jak réwniez bezposrednio RNA bez

koniecznosci wczesniejszego uzyskiwania cDNA.

W zaleznosci od wybranej metody mozliwe jest przeprowadzenie sekwencjonowania 1D badz
2D- oznacza to, ze sekwencjonowana jest pojedyncza ni¢ lub obydwie nici, wiodaca i
komplementarna. Przygotowanie prébek do sekwencjonowania zalezy od wybranej metody i
rézni sie skomplikowaniem protokotu oraz czasem niezbednym na przeprowadzenie analizy. W
kazdym z przypadkéw do kwasu nukleinowego dodaje sie adaptery umozliwiajgce faczenie sie
nici z biatkiem motorowym, ktdore posiada aktywnos¢ helikazy, co umozliwia rozplecenie
dwuniciowego DNA lub komplekséw RNA-DNA [104]. Przygotowana i oczyszczona biblioteka
jest umieszczana w komorze przeptywowej — wymiennej, zuzywalnej czesSci umieszczanej w
sekwenatorze, w ktérej znajduje sie btona z nanoporami (w systemie ONT nazywana Flowcell).
Biatko motorowe umozliwia przemieszczanie sie nici DNA przez nanopor- co powoduje zmiane
potencjatéw elektrycznych. Odczyt zmian potencjatéw umozliwia analize przemieszczanych
przez por nukleotyddw przy uzyciu zaawansowanych algorytméw bioinformatycznych, ktére
pozwalajg na odtworzenie sekwencji nukleotydéw na podstawie wzorcéw zmian w natezeniu
pradu (Ryc. 8). Ogromng zaletg systemu ONT jest generowanie bardzo dtugich odczytéow
mogacych przekraczaé dtugosc kilkuset tysiecy zasad/par zasad. Umozliwia to miedzy innymi

prostszg analize uzyskanych danych [105].
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Rycina 8 Schemat przedstawiajgcy dziatanie sekwencjonowania nanoporowego
4.4.8 Rozwdj technologii NGS, metagenomika
Metagenomika to dziedzina genomiki zajmujgca sie sekwencjonowaniem i analizg materiatu
genetycznego bezposrednio z probek srodowiskowych, bez potrzeby izolowania i namnazania
poszczegdlnych mikroorganizméw. To podejscie umozliwia badanie ztozonych mikrobioméw i

ich funkcji w réznych srodowiskach, takich jak gleba, woda, uktad pokarmowy zwierzat i ludzi.

Ze wzgledu na brak mozliwosci hodowli czesci mikroorganizméw w warunkach
laboratoryjnych, analiza metagenomiczna jest jedyng metoda pozwalajgcg na odkrycie
nieznanych dotad gatunkdéw, analize ich rdéznorodnosci, strukture spotecznosci

mikrobiologicznych oraz zrozumienie ich funkcji ekologicznych i biologicznych [106,107].

Wraz z rozwojem metod sekwencjonowania zmieniaty sie stosowane w metagenomice
techniki. Ze wzgledu na skomplikowany i czasochtonny proces w poczatkowych latach
stosowania sekwencjonowania skupiano sie na poznawaniu sekwencji pojedynczych gendéw a

nastepnie prostych, nieduzych genoméw.

Lata 70 XX wieku - uzyskanie genomu pierwszego bakteriofaga MS2 RNA - nie bylfo to jeszcze

podejscie metagenomiczne lecz zapoczatkowato sekwencjonowanie catych organizmow [108].

Lata 80 XX wieku — automatyzacja i komercyjna dostepnos¢ do sekwenatoréw pozwala na

rozszerzenie badan i zwiekszenie skali poznawania wiekszych genoméw.
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Lata 90 — Termin ,,metagenomika” zostat po raz pierwszy uzyty przez Jo Handelsmana w 1998
roku [109]. Wtedy przygotowanie bibliotek metagenomicznych opierato sie na ,metodzie
shotgun”, w ktérej fragmenty genomu klonowano w wektorach plazmidowych, a nastepnie
transformowano nimi komorki bakteryjne i po izolacji poddawano je sekwencjonowaniu
metoda Sangera. Ze wzgledu na konieczno$¢ namnazania biblioteki w hodowlach bakteryjnych
mogto dochodzi¢ do wprowadzania niekontrolowanych mutacji w sekwencji. Co wiecej
niektére fragmenty nie byly w ogdle sekwencjonowane z powodu ich cytotoksycznosci. W
rezultacie wczesne préby przeprowadzenia analiz metagenomich byty obarczone btedami

sekwencji oraz czesto przedstawiaty niekompletny obraz genomu [110].

Lata 2000 — Poczatek sekwencjonowania nowej generacji znacznie obnizyt koszty oraz czas
uzyskania danych. Rozwdj sekwencjonowania umozliwit réwniez rozwdj metagenomiki. Cena
uzyskania sekwencji miliona pz wynosita w niektérych przypadkach okoto 1,5zt (0,34 Funta
Brytyjskiego). Dzieki temu naukowcy dostali mozliwos¢ analizowania duzo wiekszej ilosci
probek. Zaproponowano uzycie mikromacierzy DNA do jednoczesnego wykrywania przekroju
patogendw poprzez powielenie specyficznych gendéw. Byto to szczegdlnie przydatne do
wykrywania infekcji bakteryjnych i grzybiczych, w szybszy sposdb niz hodowle [111]. Rozwdj
technologii umozliwit réwniez profilowanie skomplikowanych mikrobioméw z prébek
srodowiskowych, umozliwiajgc poznanie réznorodnosci gatunkowej, struktury Srodowiska i
zaleznosci w nim wystepujacych, co jest bardzo waznym zagadnieniem w szerokim zakresie

dziedzin [112].

Lata 2010 - W 2014 roku odnotowano pierwszy przypadek uzycia sekwencjonowania nastepne;j
generacji w celu zdiagnozowania zapalenia opon modzgowo-rdzeniowych u 14 letniego
pacjenta. Uzyskane poprzez sekwencjonowanie dane umozliwity diagnoze i odpowiednia
terapie dla chtopca [113]. Kolejne spadki cen, czasu potrzebnego na sekwencjonowanie oraz
rozwoj technik bioinformatycznych spowodowaty rozprzestrzenienie sie sekwencjonowania do
osrodkéw badajgcych szeroki przekrdj prébek, od arktycznych wéd morskich przez badanie

aktybiotykoodpornosci do poréwnywania mikrobioméw blizniaczych pacjentéw.

Obecnie - Metagenomika po 2020 roku nie tylko kontynuuje eksploracje mikrobiologicznej
réznorodnosci, ale takze zaczyna przektadaé¢ to zrozumienie na praktyczne aplikacje w

medycynie, biotechnologii, ochronie $rodowiska i wielu innych dziedzinach. Postep w tej
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dziedzinie bedzie nadal zalezat od innowacji technologicznych, rozwoju metod analizy danych

i interdyscyplinarnej wspotpracy.

Rozwdj metatranskryptomiki i metaproteomiki pozwala nie tylko na analize kompozycji
mikrobiomu, ale réwniez na zrozumienie funkcji ekspresji gendw i biatek w rdznych
srodowiskach. To pozwala lepiej zrozumieé, jak mikrobiomy reagujg na zmiany srodowiskowe,

interakcje miedzygatunkowe i stres [114,115].

Zastosowanie algorytmow sztucznej inteligencji (Al) i uczenia maszynowego w analizie danych
metagenomicznych rewolucjonizuje identyfikacje wzorcéw, predykcje funkcji gendw i $ciezek
metabolicznych, a takze klasyfikacje mikrobiologiczng na poziomie gatunkowym i szczepowym

[116].

Integracja danych metagenomicznych z innymi typami danych omiowych, takimi jak
metatranskryptomika, metaproteomika i metabolomika, prowadzi do kompleksowego
zrozumienia funkcji mikrobiomdéw w kontekscie ich interakcji z gospodarzem i sSrodowiskiem

[117,118].

Zastosowanie metagenomiki w monitorowaniu réznorodnosci biologicznej i ocenie stanu
ekosystemow, a takze w identyfikacji mikroorganizmoéw zdolnych do degradacji zanieczyszczen,
przyczynia sie do rozwoju strategii ochrony S$rodowiska i bioremediacji. Badania
metagenomiczne pomagajg w lepszym zrozumieniu roli mikroorganizméow w globalnych
cyklach biogeochemicznych, takich jak cykl wegla, azotu czy siarki, co ma kluczowe znaczenie

dla przewidywania zmian klimatycznych i zarzgdzania zasobami naturalnymi [119,120].

W zaleznosci od rodzaju préobek, ktorych dotyczy praca badawcza, naukowcy muszg wybierac
pomiedzy réznymi metodami sekwencjonowania (Ryc. 9). Pozwala to na optymalizacje

kosztéw i umozliwia otrzymanie odpowiedniego rodzaju danych.
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Rycina 9 Schematyczne przedstawienie protokofu prowadzqcego do wybrania najlepszej strategii metody sekcjonowania.
Rycina na podstawie Purushothaman i wsp. [121]

WGS (z ang. whole genome sequencing) - sekwencjonowanie catego genomu umozliwia
najdoktadniejsze poznanie pojedynczego badanego mikroorganizmu. W zaleznosci od
ztozonosci genomu wzrasta koszt i skomplikowanie przeprowadzenia tego typu

sekwencjonowania.

Sekwencjonowanie gendw markerowych takich jak 16S/18S rRNA, ITS, czy rpoB znacznie
skraca czas sekwencjonowania, co przyspiesza otrzymanie wyniku i obniza jego koszty. Dzieki
rozwojowi tej dziedziny sekwencjonowania poznawanych jest coraz wiecej takich gendéw, jak

na przyktad te odpowiedzialne za antybiotykoopornosé.

Rozwdj nowych technologii oraz coraz bardziej zaawansowane algorytmy bioinformatyczne
pozwalajg na potgczenie obydwu technik, aby uzyska¢ dane o jeszcze lepszej jakosci. Zwieksza
to réwniez pewnos$¢ otrzymanego wyniku zwiekszajgc skutecznos$é terapii/szanse pacjentow

na wyzdrowienie [121-123].
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4.4.9 Sekwencjonowanie celowane (z ang. targeted sequencing)

Metoda ta polega na sekwencjonowaniu konkretnych, wybranych fragmentéw gendéw, ktére
sg wybierane zwykle ze wzgledu na ich biologiczne znacznie — sg to fragmenty gendéw
odpowiedzialnych za zachodzenie proceséw biologicznych, wywotujgce choroby, czy
zawierajgce wazne informacje o badanym organizmie. Zeby podczas sekwencjonowania prébki
mozliwe byto uzyskanie jedynie konkretnych sekwencji analizowane prébki muszg zostac

poddane szczegdlnym procesom przy tworzeniu biblioteki.

Najczesciej stosowane sg dwie metody wzbogacania: pierwsza polegajagca na powieleniu
fragmentu przez PCR — wzbogacanie oparte o amplikony, oraz druga, z zastosowaniem sond

wychwytujgcych fragmenty DNA — wzbogacanie przez sondy.

Pierwsza z tych metod wymaga zaprojektowania starteréw powielajgcych badane geny a
nastepnie przeprowadzeniu reakcji PCR na analizowanych prébkach. Zapewnia to zwykle duze

ilosci materiatu genetycznego do dalszego przygotowania biblioteki.

Druga metoda polega na uzyciu biotynylowanych sond hybrydyzujgcych do okreslonych
fragmentéw kwaséw nukleinowych na wczesniej pofragmentowanym materiale genetycznym.
S3 one nastepnie oczyszczane poprzez izolacje na kulkach magnetycznych optaszczonych
streptawidyng. Tak przygotowane prébki sg gotowe do procesu sekwencjonowania, mogg
natomiast zawiera¢ bardzo mato materiatu genetycznego, jesli badana prébka zawiera nieduzg

ilos¢ celéw molekularnych.

Dzieki zastosowaniu sekwencjonowania celowanego mozliwe jest znaczne obnizenie kosztow
sekwencjonowania w porownaniu do metody WGS, utatwia ono réwniez analize danych,
poniewaz generujemy gtdwnie sekwencje celdw molekularnych. Przy krétszym czasie
sekwencjonowania i jego nizszym koszcie mozemy rowniez uzyskaC wyzisze pokrycie

fragmentdw, co daje wiekszg pewnos¢ uzyskanego wyniku [124-126].

4.5 Podsumowanie metod sekwencjonowania
W kazdej z generacji sekwencjonowan istniejg bardziej i mniej udane techniki, a ich

wykorzystanie czesto zalezy od rodzaju analizy, ktorg chcemy przeprowadzi¢ oraz dostepnosci
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srodkéw. Ponizsza grafika (Ryc. 10) oraz Tabela 4 podsumowujg najwazniejsze informacje o

gtownych technikach sekwencjonowania.

Sekwencjonowanie Sekwencjonowanie Sekwencjonowanie
| 1l ]|
generagcji generacji generagcji
500-1000 par zasad, 50-500 par zasad, tysigce- setki tysiecy par zasad,

krétkie odczyty krotkie odczyty dtugie odczyty

Sekwencjonowanie Sangera lllumina PacBio
Sekwencjonowanie Maxama- Pirosekwencjonowanie Sekwencjonowanie nanoporowe
Gilberta

Rycina 10 Podziat rodzajéw sekwencjonowania na generacje

Tabela 4 Podsumowanie dostepnych metod sekwencjonowania
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5 Cel Pracy

Ze wzgledu na wzrastajgcg liczbe réznorodnych zakazern wirusowych dajgcych podobne
objawy, a takze rozwdj mozliwosci technicznych, celem niniejszej pracy byto opracowanie
szybkiej, ekonomicznej i tatwej metody wykrycia wirusowych zakazen goérnych drég
oddechowych przy uzyciu sekwencjonowania w czasie rzeczywistym, ktéra mogtaby

konkurowac z dostepnymi na rynku metodami diagnostycznymi.
Prace tg mozna podzieli¢ na trzy czesci:

Cze$¢ 1 — Opracowanie nowej metody detekcji infekcji wirusowych:

Teoretyczne opracowanie zasad dziatania metody.

o Wybdr wykrywanych patogendw.

Analiza sekwencji wirusowych oraz tworzenie ,,alignmentow”.
Zaprojektowanie panelu starteréow.

Czes$¢ 2 — Optymalizacja metody:

Konstrukcja panelu kontroli pozytywnych.
Uzyskiwanie zatozonych produktdw reakcji PCR.

Optymalizacja reakcji PCR.
e Przeprowadzenie testow potwierdzajgcych dziatanie wstepnych zatozen.

Czes¢ 3 — Walidacja metody:
e QOkreslenie limitu detekcji metody.
o Detekcja wiruséw w hodowli in vitro.

e Analiza detekcji wirusow w prébkach klinicznych — poréwnanie nowej metody do systemu
BioFire.
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6 Materiaty

6.1 Sekwencje wirusow
Petny zbiér analizowanych sekwencji znajduje sie w aneksie do niniejszej pracy na ptycie CD i

udostepniany jest na zyczenie, ze wzgledu na duza liczbe sekwencji.
Liczby sekwencji dla poszczegdlnych wiruséw znajdujg sie w Tabeli 17.

6.1.1  Adenoviridae

Sekwencje nukleotydowe pobrane z bazy danych NCBI dla:

ludzkiego mastadenowirusa A, ludzkiego mastadenowirusa B, ludzkiego mastadenowirusa C,

ludzkiego mastadenowirusa D, ludzkiego mastadenowirusa E, ludzkiego mastadenowirusa F

6.1.2  Coronaviridae

Sekwencje nukleotydowe pobrane z bazy danych NCBI dla:

ludzkiego koronawirusa 229E, ludzkiego koronawirusa HKU1, ludzkiego koronawirusa NL63,
ludzkiego koronawirusa OC43, ludzkiego koronawirusa MERS, ludzkiego koronawirusa SARS

Urbani,

6.1.3  Orthoherpesviridae

Sekwencje nukleotydowe pobrane z bazy danych NCBI dla wirusa ospy wietrznej i pétpasca

6.1.4 Matonaviridae

Sekwencje nukleotydowe pobrane z bazy danych NCBI dla wirusa rézyczki

6.1.5  Orthomyxoviridae

Sekwencje nukleotydowe pobrane z bazy danych NCBI dla wiruséw grypy A oraz grypy B

6.1.6  Paramyxoviridae

Sekwencje nukleotydowe pobrane z bazy danych NCBI dla wiruséw:

ludzkiego respirowirusa typu 1, ludzkiego respirowirusa typu 3, ludzkiego rubulawirusa typu

2, ludzkiej paragrypy typu 4a oraz 4b, wirusa $winki i wirusa odry

6.1.7 Parvoviridae

Sekwencje nukleotydowe pobrane z bazy danych NCBI dla wiruséw:
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ludzkiego bokawirusa typu 1, ludzkiego bokawirusa typu 2, ludzkiego bokawirusa typu 3 oraz

ludzkiego bokawirusa typu 4 NI

6.1.8 Picornaviridae

Sekwencje nukleotydowe pobrane z bazy danych NCBI dla wirusdéw:

ludzkiego enterowirusa A71, ludzkiego enterowirusa A21, ludzkiego enterowirusa A104,
ludzkiego enterowirusa C109, ludzkiego enterowirusa C117, ludzkiego enterowirusa C118,
ludzkiego enterowirusa D68, ludzkiego rinowirusa typu A, ludzkiego rinowirusa typu B oraz

ludzkiego rinowirusa typu C

6.1.9 Pneumoviridae

Sekwencje nukleotydowe pobrane z bazy danych NCBI dla wirusow:

ludzkiego metapneumowirusa, syncytialnego wirusa oddechowego A oraz syncytialnego

wirusa oddechowego B

6.1.10 Poxviridae

Sekwencje nukleotydowe pobrane z bazy danych NCBI dla Orthopoxvirus monkeypox

6.1.11 Gen ludzki POTEE
Sekwencja nukleotydowa o numerze NM_001083538 pobrana z bazy danych NCBI data
dostepu maj 2022 roku

6.2  Wirusy
Wiekszos$¢ wiruséw otrzymatem w ramach grantu z EVAg (European Virus Archive - GLOBAL)

wspierajgcego wspotprace z osSrodkami badawczymi w catej Europie.
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6.2.1 Coronavirus RNA specificity panel (Erasmus Medical Center, Holandia)- otrzymane w
ramach wspotpracy i dofinansowania EVAg

6.2.2 SARS-CoV-2 izolat kliniczny z 2020 roku, zbiory Zaktadu Szczepionek Rekombinowanych
Uniwersytetu Gdanskiego

6.2.3 Human Influenza B/Yamagata virus, B/Paris/883/2015 (Institute Pasteur, Francja) -
otrzymane w ramach wspotpracy i dofinansowania EVAg

6.2.4 Human Influenza B/Victoria virus, B/Rennes/2483/2015 (Institute Pasteur, Francja) -
otrzymane w ramach wspétpracy i dofinansowania EVAg

6.2.5 Human parainfluenza virus 2 (Human rubulavirus 2) (University of Ljubljana, Stowenia)-
otrzymane w ramach wspotpracy i dofinansowania EVAg

6.2.6  Human parainfluenza type 1 (Erasmus Medical Center, Holandia)- otrzymane w ramach
wspotpracy i dofinansowania EVAg

6.2.7 Human respiratory syncytial virus B (Erasmus Medical Center, Holandia)- otrzymane w
ramach wspoétpracy i dofinansowania EVAg

6.2.8 Human respiratory syncytial virus A (Erasmus Medical Center, Holandia)- otrzymane w
ramach wspotpracy i dofinansowania EVAg

6.2.9 Human mastadenovirus C, type 6 (University of Ljubljana, Stowenia)- otrzymane w
ramach wspodtpracy i dofinansowania EVAg

6.2.10 Human mastadenovirus C, type 2 (University of Ljubljana, Stowenia)- otrzymane w
ramach wspotpracy i dofinansowania EVAg

6.2.11 Human mastadenovirus C, type 1 (University of Ljubljana, Stowenia)- otrzymane w
ramach wspoétpracy i dofinansowania EVAg

6.2.12 Human mastadenovirus C, type 5 (University of Ljubljana, Stowenia)- otrzymane w
ramach wspotpracy i dofinansowania EVAg

6.2.13 Human mastadenovirus B, type 3 (University of Ljubljana, Stowenia)- otrzymane w

ramach wspotpracy i dofinansowania EVAg
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6.2.14 Human parainfluenza virus 3 (University of Ljubljana, Stowenia)- otrzymane w ramach

wspotpracy i dofinansowania EVAg

6.2.15 Human bocavirus (Erasmus Medical Center, Holandia)- otrzymane w ramach wspotpracy

i dofinansowania EVAg

6.2.16 Enterovirus D68, szczep prototypowy Fermon (Institute Pasteur, Francja)- otrzymane w

ramach wspoétpracy i dofinansowania EVAg

6.2.17 Enterovirus A71 szczep BrCr (Institute Pasteur, Francja) - otrzymane w ramach

wspotpracy i dofinansowania EVAg

6.2.18 Grypa A typ HsN, — zbiory Zaktadu Szczepionek Rekombinowanych Uniwersytetu
Gdanskiego

6.2.19 Grypa B — zbiory Zaktadu Szczepionek Rekombinowanych Uniwersytetu Gdanskiego

6.3 Oligonukleotydy

Startery do reakcji PCR zostaty zsyntetyzowane w firmie Eurofins, Niemcy.
Liczby po numerze nagtdwka opowiadajg roboczym numerom starterdw.

Petna lista starteréw oraz nazw wirusow do ktérych sie odnoszg znajduje sie w pliku Excel w

aneksie do pracy.
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6.3.1

6.3.2

6.3.3

6.3.4

6.3.5

6.3.6

6.3.7

6.3.8

6.3.9

6.3.10

6.3.11

6.3.12

6.3.13

6.3.14

6.3.15

6.3.16

6.3.17

6.3.18

6.3.19

6.3.20

6.3.21

6.3.22

6.3.23

6.3.24

6.3.25

6.3.26

6.3.27

6.3.28

6.3.29

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)

For (forward)

5-ACCTTTGTGCGCCTGTTT=3’
5'-CGTGGCGGCTAGTACTCTG=3’
5’-ACACTTGCCACTCCTGGTTC=3'

5 -TGGAAGATGCCATGTACGGG=3
5-TGGGTGTCCGTGTTTCCTTT=3
5-GTCACTGGACATCCCCACAG=3’
5-TCGTTGCTGCCATACCTGAG=3’
5 -TGGGCGGGTTCCTTGAAATT=3
5-GGGGCAAAATCGTTATCCGC=3’
5-AGCATGATGGCCACAGGAAA=3’
5-TTCGGTACCTTTGTACGCCT=3
5’-GACTGCAGACAACGCCTAGT=3
5'-AGCTGGAGGCAATGCTACAG=3’
5'-GAGATGCAGGTCTCGCTTCA=3
5-GGTTGTGAAGCAGCAGGACT=3
5’-CGCTGCAAATCTCTTCTGGC=3
5’-GCACAGGAGACATCACACCA=3
5’-CTCAGACCAAGCGACGAAGA=3'
5’-AACGACCTAACAGCTGGTGT=3
5-TTCTGGCTACGCGTCCTTTT=3’
5'-CAGAAGCATCGGAAGTGGGT=3
5’-ACAGATGGGCAAGCAGAACA=3’
5’-GTGAAACAACCAGCGGTGAC=3’
5-TGGTTTTAGGGCATGCCGAT=3’
5'-CCGGTGAAACATTTTGGCGT=3
5’-GGCATATGCTCCATGGTGGT=3

5 -ATGGGTGTAGGTGTAGGCCA=3’
5 -ATGAGGGTGGTTGCAACACA=3’

5-TCAATGGCTGTGGGCGTAAT=3

-57 -



6.3.30

6.3.31

6.3.32

6.3.33

6.3.34

6.3.35

6.3.36

6.3.37

6.3.38

6.3.39

6.3.40

6.3.41

6.3.42

6.3.43

6.3.44

6.3.45

6.3.46

6.3.47

6.3.48

6.3.49

6.3.50

6.3.51

6.3.52

6.3.53

6.3.54

6.3.55

6.3.56

6.3.57

6.3.58

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)

For (forward)

5-GTCTGTCTTGGTGCAGGTCA=3’
5-CAGCCAGGGACGTGTTGTAT=3
5'-GTTTAACGAGGTGCAGCTGC=3’
5’-GCTCTTACTTGCCGAATGCG=3’
5-CCCGTGAGCTTGAACCTGAA=3’

5 -TCGGGCGATTGTGTCTCATC=3’
5-TGCACGTCTCCTGAGTTGTC=3’
5-GTACCTTTGAGCTGCAGGGT=3’
5’-CTGCATCTCCCAGGCTTTCA=3

5 -TAGGAGTCTTGCAGCTTGGC=3’
5-CGGGAGAGGCATGATGAGAC=3’
5 -TTTGATTTTTCGCGCACGGT=3
5'-GGGATGACATGTTCCAGGGG=3
5’-AATCTGTGGACGGCTACGAC=3
5-TGCGGCARTTTTCAGACAATGC=3
5’-TGCAAATATGAAGTRCGGGGCA=3’
5’-ACGATAGGCCTGAACGGTTG=3’
5'-GTTCATATCGCACCAGGGGT=3’
5'-GTTACGCCATGGGAGTTGGA=3’
5-AGTGGTGCAATCCATGTTGC=3’
5’-ACATCTCACCATGCAAGCCA=3’
5'-AGGAGCCATTGTGTCATGCT=3
5'-AGGCAATGCAGCAGGTCTAG=3’
5’-TGCAAAGCCAAAAACACACCA=3’
5’-CACCGCTGATAGGGACAACA=3’
5-TCGGAAAGGGCTACTGCTTC=3’
5-GCAGCAGAGGCAAAATCCAA=3’
5-GGTAGCACCTTGCCAATTGT=3’

5 -AGAAGACGGCGATGTGTTGT=3’
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6.3.59

6.3.60

6.3.61

6.3.62

6.3.63

6.3.64

6.3.65

6.3.66

6.3.67

6.3.68

6.3.69

6.3.70

6.3.71

6.3.72

6.3.73

6.3.74

6.3.75

6.3.76

6.3.77

6.3.78

6.3.79

6.3.80

6.3.81

6.3.82

6.3.83

6.3.84

6.3.85

6.3.86

6.3.87

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

10

For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
For (forward)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)

Rev (reverse)

5’-CTGGACTCATTCCTGCGGTT=3’
5’-CTAATCCAGGCTTGGGTGAT=3
5'-GGCAAGCCATGGATCAATTT=3'
5’-CAAGCACTTCTGTYWCCCCGG=3’
5’-YCCYACCAYCCGACCCACD=3’
5-TGCACTCCGTGAACTCACTC=3
5-TTACAGCTTTCTGCCGGGAG=3’
5-RARYACTTCTGTTTCCCCGG=3'
5’-KCAAGCACTYCTGTYTCCCCG=3’

5 -WCGGTTCCTTTGYAYGCCTGT=3'
5-YCAAGYACTYCTGTYTCCCCGG=3
5’-KCCAGCRCAAAATGCYATAAGCAC=3’
5’-ACAAYATGATAAAYAATGACCTTGGM=3’
5 -YCGAATCTGCACTGGGATAA=3'
5’-TATCCGTGCCAACCTGCAAT=3’
5’-CGCYGAGCAGGAYTTCCGCG=3
5’-ACATCTCKTCTAGTTTCACTAGTACCT=3’
5’-CATCAAGCACCGCCTAAAAA=3'
5-GCCTGTTGAATCTTGTCCAC=3
5’-ACCCAAAGTAGTCGGTTCCG=3
5’-GGATTAGCCGCATTCAGGG=3'
5’-GCACTGGACTGTAGCCCAAT=3’
5’-TACCATCTTGAGGGCCTCGA=3’
5’-CCAATCACTGCGTTAGCTGC=3
5-TGAGGGCTTCAAACCAAGCT=3’
5’-GCCCATTAAACTCGCAGCAC=3’

5 -TGGTGTCCTCAATCCCCTGA=3’
5-GCTGACACTTGAGCTCCCAT=3

5 -TTGGTAGTGCCCGTCTCAAC=3’
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6.3.88

6.3.89

6.3.90

6.3.91

6.3.92

6.3.93

6.3.94

6.3.95

6.3.96

6.3.97

6.3.98

6.3.99

6.3.100

6.3.101

6.3.102

6.3.103

6.3.104

6.3.105

6.3.106

6.3.107

6.3.108

6.3.109

6.3.110

6.3.111

6.3.112

6.3.113

6.3.114

6.3.115

6.3.116

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)

Rev (reverse)

5’-CAAAGTAGTCGGTTCCGCCA=3
5-GGACAAAGGACCCCAAGAGG=3’
5-TAGTTGGTGCCAGACATCCG=3’
5'-GGCTGATCCACCTGTTGGTT=3
5-TGCTCCACCTAGAAATGCCC=3’
5-AAGATGTTCCCACGGACCAC=3
5 -GGCTGATTGGGTGTTCCTGA=3’
5’-ATAACCAGGAAGCACCCACC=¥
5-AGACCTGGTCCTGTCATCCA=3
5-AAGATGTTCCCACGGACCAC=3'
5-GAACCCACACCATCCTGGAG=3’
5’-GCCAGCAAGAGTACAGTCGT=3
5’-TAGGACGATTGGCGGTTGTC=3’
5-TTGCGTAGTGTGTGCAAAGC=3
5’-TAGCACCTGCACGCATACAA=3’
5’-ACACGGCCTACATTAGCAGT=3
5’-CACCAGTAGCTACAGGCCAG=3’
5’-TGGGCCCGACAATACAAACA=3’
5’-ACAACTACTAGCGCGAAGGG=3’
5’-CACAACATGCCATGCCACAA=3
5’-GCCGAAACAAACCCATGGTC=3'
5’-CCGAAGCACAGGGAGAAGAC=3’
5’-ACTGTTCCAATTGAAGGCGC=3’
5’-GGACTTCTACGAGGCCATGG=3’
5’-CACTTCAATGCATGGCTGGG=3’
5-TCCGTCTTCTGGAGGAGGAG=3’
5-TCGTCCAAAACCTCCTCTGC=%
5-CCGAAACGAGGAAGTCTGCT=3’

5-ACTTTCGCTCTGCCTAACCC=3
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6.3.117

6.3.118

6.3.119

6.3.120

6.3.121

6.3.122

6.3.123

6.3.124

6.3.125

6.3.126

6.3.127

6.3.128

6.3.129

6.3.130

6.3.131

6.3.132

6.3.133

6.3.134

6.3.135

6.3.136

6.3.137

6.3.138

6.3.139

6.3.140

6.3.141

6.3.142

6.3.143

6.3.144

6.3.145

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)
Rev (reverse)

Rev (reverse)

5’-TTGGCCATAAAGACCGTCCC=¥
5’-CAAATTCCCCAAGTGCACCG=3’
5’-AATCACAAGCCCGACAACCT=3’
5’-GCACAAGTATGGACCGGGAA=3’
5-CTTCCTGTGCTRACTTTGCA=3’
5-RGGAGTTTTGCTCATCTCCA=3’

5 -TGTCTGGTCCCATAAGCAGC=3’
5 -TTGTTACCTGGTCTTGGGGC=3’
5-TTTCAAGCTCCGGCATCAGT=3’
5-ACGAACACCTGCTCTCCTTT=3
5-GCTGATTCCAAGCTGGGGAT=3’
5-TGTGACTGGTGTGCTTCTGG=3
5-GGGTTTTCTTGGGTAGTTGGC=3’
5’-GCATGAGGAGGCCATTCAAA=3’
5-GTTTTCGTGGTGCCTCTCCT=3
5’-CGGGGCGATAAACCTCCATT=3’
5’-GCACACCTGGGATTACACCA=3’
5-GAGGGTCGGCACACTTACAT=3'
5’-AAGATCCGGAAGCTGCAACA=3’
5’-AGCAGAGCCCATCAGCAAAT=3'
5'-GTATCTGGCTTGTTCTCCGA=3’
5’-AAATTCTGTTACCGGCGTTG=3’
5’-DGAAACACGGACAYCCAAAGT=3
5-RGGGTTDRGGTTAGCCGCAT=3
5’-CAACAGGGTACACAGAGCGT=3’
5’-GCAAGCTGCTTCACGATAGC=3’
5-RGAAACACGGACACCCAAAG=3’
5-GGAAACACGGACACCCAAAG=3’

5’-AGCCRCATTCAGGGGCCGG=3’
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6.3.146

6.3.147

6.3.148

6.3.149

6.3.150

6.3.151

6.3.152

6.3.153

6.3.154

6.3.155

6.3.156

6.3.157

6.3.158

6.3.159

6.3.160

6.3.161

6.3.162

6.3.163

6.3.164

6.3.165

6.3.166

6.3.167

6.3.168

6.3.169

6.3.170

6.3.171

6.3.172

6.3.173

69 Rev (reverse) 5-MARGAAACACGGACACCCAA=3’
70 Rev (reverse) 5-DACTTCTATRGTGTTGGCYAATGC=3’
71 Rev (reverse) 5-WATYCCCCTTTGGCTYGTGTT=3’

72 Rev (reverse) 5-GGGCAAGAYCCTGAGGTTCC=3

73 Rev (reverse) 5-RATCAAACAGAAGACGGAGG=3’
74 Rev (reverse) 5-CCCASCCRCCTTGGAGCCAG=3’

75 Rev (reverse) 5-TGGGATTTAGAAAYAGTGCTCT=3'
76 Rev (reverse) 5-GTGTGTGTCTCCTCCTATGG=3’

77 Rev (reverse) 5-CCGGGAGAATGTATGTTGGA=3'

86 For (forward) 5-TCAGGTGATGGCACAACAAGTC=3’

86 Rev (reverse) 5-ACGAAAGCAAGAAAAAGAAGTACGC=3

Grypa A For (forward) 1 5’-CAAGACCAATCYTGTCACCTCTGAC=3" [127]
Grypa A For (forward) 2 5’CAAGACCAATYCTGTCACCTYTGAC=3' [127]
Grypa A Rev (reverse)l 5’-GCATTYTGGACAAAVCGTCTACG=3' [127]
Grypa A Rev (reverse)2 5-GCATTTTGGATAAAGCGTCTACG=3' [127]
Grypa B For (forward) 5" TCCTCAAYTCACTCTTCGAGCG=3' [127]
Grypa B Rev (reverse) 5'-CGGTGCTCTTGACCAAATTGG=3" [127]
Paragrypa 1, 3 For (forward) 1 5’ATCCAAGAGGRGGAATAGA=3’ [128]
Paragrypa 1, 3 For (forward) 2 5’ACCCAAGAGGGGGTATAGA=3' [128]
Paragrypa 1, 3 Rev (reverse) 5’-GTCTCCTTGAACCATTGC=3" [128]

RSV For AATACAGCCAAATCTAACCAACTTTACA=3" [129]

RSV Rev (reverse) 5'-GCCAAGGAAGCATGCAATAAA=3" [129]
Enterowirus For GGCCCCTGAATGCGGCTAATCC=3" [130]

Enterowirus Rev (reverse) 5'-GCGATTGTCACCATWAGCAGYCA=3" [130]
Adenowirus For GCCCCAGTGGTCTTACATGCACATC=3" [131]

Adenowirus Rev (reverse) 5'-GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT=3' [131]
Grypa A 5’-sonda [FAM] TGCAGTCCTCGCTCACTGGGCACG [BHQ1]=3" [127]

Grypa B 5'-sonda [HEX] CCAATTCGAGCAGCTGAAACTGCGGTG [BHQ1]=3" [127]
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6.3.174 Paragrypa 1, 3 5-sonda [FAM] TCTATAAGTGCAATMCATCTAGCAGCTGTT

[BHQ1]=3" [128]
6.3.175 RSV A 5’-sonda [FAM] TGCTATTGTGCACTAAAG [BHQ1]=3" [129]
6.3.176 RSA B 5’- s onda [HEX] CACTATTCCTTACTAAAGATGTC [BHQ1]=3' [129]
6.3.177 Enterowirus 5’-sonda [HEX] CCGACTACTTTGGGWGTCCGTGT [BHQ1]=3" [130]
6.3.178 Adenowirus 5’-sonda [HEX] TGCACCAGACCCGGGCTCAGGTACTCCGA [BHQ1]=3’
[131]

6.4 Plazmidy (kontrole pozytywne)

W nawiasie po nazwie konstruktu znajduje sie numer komplementarnych starterow.

6.4.1 Plazmidy oparte na pJET1.2/blunt

AmpR
promotor

MSC ze
wstawka
genowa

AmpR

pJet 1.2 ze

wstawkg genu
wirusowego

~3400 pz

Rycina 11 Poglgdowy schemat przedstawiajqgcy budowe plazmiddw pJlet 1.2 ze wstawkami gendw wirusowych uzytymi jako
kontrole pozytywne

6.4.1.1 Plazmid pJET1.2 niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
koronawirusa 229E (25)

Sekwencja nukleotydowa wstawki

CCGGTGAAACATTTTGGCGTTACAACTTTGATATAACTGAAAGCAAGTATTCTTGCAAAGAGGTTTTTA

AAAATTGTAATGTTTTGGATGATTTCATCGTGTTTAACAATAATGGGACCAATGTAACGCAGGTTAAAAA

TGCTAGTGTTTACTTTTCACAGTTGTTGTGTAGGCCCATTAAATTAGTTGACAGTGAACTTTTGTCCACT

TTGTCAGTTGATTTTAATGGTGTCTTACACAAGGCATACATMGATGTACTACGTAATAGCTTTGGTAAAG
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ATCTTAATGCTAATATGTCTTTAGCCGAKTGCAAGAGTGCTTTAGGCYTGTCTATTAGTGATCATGAATTT
ACTAGTGCTATTTCTAATGCACATCGTTGTGACGTGTTGTTATCTGATTTGTCATTTAACAACTTTGTCAG
TTCGTATGCTAAACCTGAGGAAAAATTATCAGCTTATGACTTGGCGTGTTGTATGCGTGCAGGTGCTA

6.4.1.2 Plazmid pJET1.2 niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
koronawirusa NL63 (29)
Sekwencja nukleotydowa wstawki:
TCAATGGCTGTGGGCGTAATGTCCAGGGACATGTTGTTCGTGCAGCCTTGAAATTGTATAAACCTAGTG
TTATTCATGAYATTGGTAATCCTAAAGGTGTACGTTGTGCTGTYACTGATGCCAAATGGTACTGTTATGAC
AAGCAACCTGTTAATAGTAATGTCAAGTTGTTGGATTATGATTATGCAACYCATGGTCAACTTGATGGTCT
TTGTYTATTCTGGAATTGTAATGTTGATATGTATCCAGAATTTTCAATTGTGTGTCGTTTTGACACACGTAC
TCGTTCTGTTTTTAATTTAGAAGGTGTTAATGGTGGTTCTCTTTATGTTAACAAACATGCGTTTCATACAC

CAGCATATGATAAACGTGCTTTTGTTAAATTAAAACCTATGCCYTTTTTTTAYTTTGATGACAGTGATTGT
GATGTTGTGCAAGAACAAGTTAATTATGTACCCCTTCGCGCTAGTAGTTGT

6.4.1.3 Plazmid pJET1.2 niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
koronawirusa OC43 (31)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
CAGCCAGGGACGTGTTGTATCCTAGGCAGTGGCCCWCCCATAGGTCACAATGTCGAAGATCAACAAAT
ACGGTCTCGAACTACACTGGGCTCCAGAATTTCCATGGATGTTTGAGGACGCAGAGGAGAAGTTGGAY
AACCCTAGTAGTTCAGAGGTGGATATGATTTGCTCCACCACTGCGCAAAAGCTGGAAACAGACGGAAT
TTGTCCTGAAAATCATGTGATGGTGGATTGTCGCCGACTTCTTAAACAAGAGTGTTGTGTGCAGTCTAG

CCTAATACGTGAAATTGTTATGAATGCAAGTCCATATBATTTGGAGGTGCTACTTCAAGATGCTTTGCAG

TCCCGTGAAGCAGTTTTGGTTACAACCCCYTTAGGTATGTCYTTAGAGGCATGCTATGTGAGAGGTTGT

AATCCTAAAGGATGGACCATGGGTTTGTTTCGGC

6.4.1.4 Plazmid pJET1.2 niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
koronawirusa MERS (Wirus Bliskowschodniego zespotu niewydolnosci oddechowej)
(59)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:

CTGGACTCATTCCTGCGGTTATGATTATGTCTACAACCCTTTCTTTGTCGATGTTCAACAGTGGGGTTATG

TAGGCAATCTTGCYACTAATCACGATCGTTATTGCTCTGTCCATCAAGGAGCTCATGTGGCTTCTAATGAT

GCAATAATGACTCGTTGTTTAGCTATTCATTCTTGTTTTATAGAACGTGTGGATTGGGATATAGAGTATCC
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TTATATCTCACATGAAAAGAAATTGAATTCCTGTTGTAGAATCGTTGAGCGCAACGTCGTACGTGCTGCT
CTTCTTGCCGGTTCATTTGACAAAGTCTATGATATTGGCAATCCTAAAGGAATTYCTATTGTTGATGACCC
TGTGGTTGATTGGCATTATTTTGATGCACAGCCCTTGACCAGRAAGGTACAACAGCTTTTCTATACAGA
GGACATGGCCTCAAGATTTGCTGATGGGCTCTGCT

6.4.1.5 Plazmid pJET1.2 niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
koronawirusa SARS Urbani HKU-39849 (64)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
TGCACTCCGTGAACTCACTCGTGAGCTCAATGGAGGTGCAGTCACTCGCTATGTCGACAACAATTTCTG
TGGCCCAGATGGGTACCCTCTTGATTGCATCAAAGATTTTCTCGCACGCGCGGGCAAGTCAATGTGCAC
TCTTTCCGAACAACTTGATTACATCGAGTCGAAGAGAGGTGTCTACTGCTGCCGTGACCATGAGCATGA
AATTGCCTGGTTCACTGAGCGCTCTGATAAGAGCTACGAGCACCAGACACCCTTCGAAATTAAGAGTG

CCAAGAAATTTGACACTTTCAAAGGGGAATGCCCAAAGTTTGTGTTTCCTCTTAACTCAAAAGTCAAAG
TCATTCAACCACGTGTTGAAAAGAAAAAGACTGAGGGTTTCATGGGGCGTATACGCTCTGTGTACCCTG
TTG

6.4.1.6 Plazmid pJET1.2 niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
koronawirusa SARS-Cov-2 (86)
Sekwencja nukleotydowa wstawki:
TCAGGTGATGGCACAACAAGTCCTATTTCTGAACATGACTACCAGATTGGTGGTTATACTGAAAAATGG
GAATCTGGAGTAAAAGACTGTGTTGTATTACACAGTTACTTCACTTCAGACTATTACCAGCTGTACTCAA
CTCAATTGAGTACAGACACTGGTGTTGAACATGTTACCTTCTTCATCTACAATAAAATTGTTGATGAGCC
TGAAGAACATGTCCAAATTCACACAATCGACGTTTCATCCGGAGTTGTTAATCCAGTAATGGAACCAATT
TATGATGAACCGACGACGACTACTAGCGTGCCTTTGTAAGCACAAGCTGATGAGTACGAACTTATGTAC

TCATTCGTTTCGGAAGAGACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGTACTTCTTTTTCTTGCTTTCGT
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6.4.2 Plazmidy oparte na pUC-GW

AmpR

promotor MSC ze

AmpR

pUC-GW ze
wstawka genu

wirusowego
~3100 pz

Rycina 12 Poglgdowy schemat przedstawiajgcy budowe plazmidow pUC-GW ze wstawkami gendw wirusowych uzytymi jako
kontrole pozytywne

6.4.2.1 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke =z fragmentem sekwencji nukleotydowej
enterowirusa A, EV-A71 (1)
Sekwencja nukleotydowa wstawki:
ACCTTTGTGCGCCTGTTTTAYDNNCCYNYNCCCNNADNWGWAACTTAGAAGCWRYDNNNAVYMMY
GATCARTAGYAGGCRTRRCRCWCCAGYYATGTCTYGATCAAGCACYTCTGTTTCCCCGGACYGAGTATCA
ATAGRCTGYTYRCRCGGYYGAAGGAGAAARCGTYCGTTAYCCGGCYARCTACTTCGRRAARCYYAGTAVC
RCCATKRAMRHKRCRGAGWGYTTCGYTCMRCACWHCCCCMGTGTAGATCAGGYYGATGAGTCACYG
CRWYCCCCAYGGGCGACCRTGGCRGTGGCTGCGYTGGCGGCCTGCCYATGGRGHAAYCCATRGGRCG
CTCTAATDYDGACATGGTGYGAAGAGYCTAYTGAGCTAGYTRGTAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCT
AATCCYAACTGCGGAGCACAYGCCYWCAANCCAGHGGGTRGTGTGTCGTAAYGGGYAACTCTGCAGC
GGAACCGACTACTTTGGGT

6.4.2.2 Plazmid pUC-GW niosgcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej
enterowirusa C, CV-A21 (2)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:

CGTGGCGGCTAGTACTCTGGTAYYACGGTACCYTTGTACGCCTGTTTTATATCCCYTCCCCNCGYAACTTT

AGAAGHWWWWCANMMAGTTCAAYAGSRGGGGTRCRADCCAGYACCWCYAYGAACAAGYACTTCT

GTYTCCCCGGTGAWDTYACATAGRCTGTACCCACGGYYRAAAGTRAWTGATCCGTTAYCCGCTTGAGTA
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CTTCGAGAAGCCTAGTAYCACCTTGGRATCTYCGAYGCGTTGCGYTCRRCACTMTAMCCCGRGTGTAGC
TTAGGCTGATGAGTCTGGGCRHYCCYCACYGGYGACRGTGGCCCAGGCTGCGTTGGCGGCCTACCCRT
GGCTAACGCYAYGGGACGCTAGTTKTGAACAAGGTGTGAAGAGCCTATTGAGCTACYYAAGARTCCTCC
GGCCCCTGAATGCGGCTAATCC

6.4.2.3 Plazmid pUC-GW niosgcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej
enterowirusa C, EV-A104 (3)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
ACACTTGCCACTCCTGGTTCYAACCAATTTCTGACATCAGACAACTACCAGTCTCCATGYGCRATACCTG
ATTTTGACGTYACTCCHCCTATACACATTCCGGGTGAGGTCAAGAACATAATGGAGCTAGCAGAGATTG
ATAGYGTCATTCCAATGAATGCYGTGGCGACAAAGGTCAATCAAATGGAAGCATACCCCATYCCTCTYAY
ACACGGGCARCAGAAYAACARACAGGCAATCTTTGCRCTCAGCCTGAGCCCAGCATCYGAYGGGCGGY
TGTCACGCACRYTGTTAGGTGAGATTCTCAACTACTACACCCACTGGACTGGGTCYTTAAAGTTTACCTT
TCTCTTCTGTGGTAGTATGATGGCAACWGGAAAGATCCTGCTCAGCTACTGCCCACCTGGTGCGCAAC
CCCCGAAGACRCGAAARGAGGCCATGCTTGGTACYCACYTAATATGGGACATTGGGCTACAGTCCAGT
GC

6.4.2.4 Plazmid pUC-GW niosgcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej
enterowirusa C, EV-C109 (5)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
TGGGTGTCCGTGTTTCCTTTTATCTNYTTTGAATGTTTATGGTGACAATTGTTGTGTACAGTTGTTRCCAT

AGTTTGCATTCARAAATAAACYTAACACTTYCCAATTATTTGTYACAATGGGYGCTCARGTKTCYGCGCAR
AAYAACGGTACTCATGARAATTCCAAYAGTGCGAGTGGTGGATCAACTATYAATTACACYACRATAAAYTA
YTAYAAAGAYAGCGCCAGYAAYGCGGCRKCYAAGYTAGATTTCTCTCAGGAYCCTTCYAAATTCACTGAAC
CAGTYAAGGATGTGATGATTAARACAGCACCTGCYCTYAATTCACCAAATATAGARGCRTGTGGYTACAG
YGACCGTGTRTTRCAACTTACCCTTGGTAATTCYACRATTACTACTCARGAAGCAGCTAACGCAGTGATT

GG

6.4.2.5 Plazmid pUC-GW niosgcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej
enterowirusa C, EV-110 (7)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:

TCGTTGCTGCCATACCTGAGTTYATGATGGCAAGTAACTCAGCCGACTCCACYGGAGGGATCACGTACG

AGAAGGCCAATCCAGGCGARGCGGGTGGTAAGTTCCAACCCACCTTCACTCCNRTCTRGYGAGGATG
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GAAAGAAAAACACCTTCGCACCCGTYGMCTGGTTRCTCGGGTGTGGGGTGATGGCTGGCAATGTCAC

RGTGTTYCCYCACCAAATTATCAACTTACGCACCAACAACTGCGCAACGYTGGTRCTHCCGTATGTRAAC
TCCACTTCCACGGAYTCTATGGCTAAACACAACAACTGGGGAATCGTCGTRTTGCCTTTTGTCCCATTGG
ACTACGATTCAGGCGCGACYCCGAATGTGCCYATYACAGTCACCATTGCCCCGATGTGCTGCGAGTTTAA
TGGGC

6.4.2.6 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke =z fragmentem sekwencji nukleotydowej
enterowirusa C, EV-118 (9)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
GGGGCAAAATCGTTATCCGCTTGATTACTGCGGGACGCCTAGTATCACYATGGATTGACWTGAGGGTT

GCGCTCAGCACAYCCCCAGTGTAGCTTGGGCCGATGAGGCTCCRAATTCCCCACGGGCGACCGTGTYR

GAGCCTGCGTTGGCGGCCTACCCGCGCCTCACGGCGTGGGACGCTCATTTCATGACATGGTGCGAAGA
GTCTACTGCGCTARTCAAGRYTCCTCCGGCCCCTGAATGTGGCTAATCCTAACCACTGATCCTGTGAGCA
CRCRCCAGTGCCYAGCAGGTCGTAATGCGCAAGTCGGTGGCGGAACCAACTACTTTGGGTGTCCGTGT
TTCCTTTATTTCCTCATTGAATGCTTATGGTGACAATTGTTGAGTACAGTTGTTACCATTACTGCAYTCTSC

AAATAGTGAATAAACYACRCAACAATATAACACAATGGGAGCTCAAGTGTCAGC

6.4.2.7 Plazmid pUC-GW niosgcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej
enterowirusa D, EV-D68 (11)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
TTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTYCCCAATGTAAYTTAGAAGYTYTYAAATCRADGCTCRRT
AGGTGGRGCGCAARCCAGCGCTYTCRTGAGCAAGCACTYCTGTYTCCCCGGTGHGGTTGTATARACTG
TTYCCACGGTTGAAAACAACYTATCCGTTATCCGCTATAGTACTTCGAGAAACCTAGTAYCACCTTTGGAT
TGTTGAYGCGTTGCGCTCAGCACACTAACCCGTGTGTAGCTTGGGYYGATGAGTCTGGACRYACCYCAC
TGGYGACAGTGGTCCAGGCTGCGTTGGCGGCCTACTCATGGTGAAARCCATGAGACGCTARACATGAA
CAAGGTGTGAAGAGTCTATTGAGCTACTATAGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCYTAACCAT
GGAGCAAGTGCTCACARRCCAGTGRGTTGCTTGTCGTAAYGCGCAAGTCCGTGGCGGAACCGACTACT
TTG

6.4.2.8 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
bokawirusa (12)
Sekwencja nukleotydowa wstawki:

GACTGCAGACAACGCCTAGTTGTTTGGTGGGAGGAGTGCTTAATGCACCAGGATTGGGTGGAACCTG
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CAAAGTGTATCTTGGGCGGGACAGAATGCAGAATTGACGTCAAGCATAGAGACAGTGTACTTTTAACT
CAAACACCTGTAATTATATCCACTAACCACGATATCTACGCGGTTGTTGGTGGCAATTCTGTTTCTCATGT
TCACGCGGCTCCATTAAAAGAAAGAGTGATTCAGCTAAATTTTATGAAACAACTTCCTCAAACATTTGG
AGAAATCACTGCTACTGAGATTGCAGCTCTTCTACAGTGGTGTTTCAATGAGTACGACTGTACTCTGACA
GGATTTAAACAAAAATGGAATTTAGATAAAATTCCAAACTCATTTCCTCTTGGGGTCCTTTGTCC

6.4.2.9 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
respirowirusa 3 (14)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
GAGATGCAGGTCTCGCTTCATTCTTCAATACAATCAGATATGGAATTGAGACYAGAATGGCAGCTTTGA
CTYTATCCACTCTCAGACCRGATATMAATAGATTAAAAGCTCTRATGGAAYTGTATTTRTCAAARGGRCC
ACGCGCTCCHTTCATYTGTATCCTCAGAGATCCYATACATGGTGAGTTYGCACCAGGCAACTATCCTGCY
ATATGGAGYTATGCAATGGGRGTGGCAGTTGTACAAAAYAGAGCCATGCAACAGTATGTGACRGGAAG
RTCATATCTAGAYATTGAYATGTTCCAGCTAGGACAAGCAGTAGCACGYGATGCTGAAGCTCAGATGAGC
TCAACACTRGAAGATGAACTYGGAGTDACACACGAAGCCAAAGAAAGCYTGAAAAGACATATAAGGA
ACATAAACAGYTCAGAKACATCYTTCCAYAAACCAACAGGTGGATCAGCC

6.4.2.10 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
bokawirusa 1 (16)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
CGCTGCAAATCTCTTCTGGCTACACGTCCTTTTGAACCTGAAGAGGCTGACATATTTCACACTTTAAAAA
AGGCTGAGCGAGAGGCATGGGGTGGAGTTACTGGCGGCAACATGCAAATCCTTCAATATAGAGATCG
CAGAGGAGACCTTCATGCACAAACAGTGGATCCTCTTCGCTTCTTCAAAAACTACCTTTTACCTAAAAAT
AGATGTATTTCATCTTACAGCAAACCTGATGTTTGTACTTCTCCTGACAACTGGTTCATTTTAGCTGAAAA
AACTTACTCTCACACTCTTATTAACGGGCTGCCGCTTCCAGAACATTACAGAAAAAACTACCACGCAAC
CCTAGATAACGAAGTCATTCCAGGGCCTCAAACAATGGCCTATGGAGGACGTGGTCCGTGGGAACATC
T

6.4.2.11 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
bokawirusa 2 (18)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:

CTCAGACCAAGCGACGAAGACGARGGAGARAACATCGGGGGGGAATAGAACCAATCCTTATACTGT

RTTCAGTCAACAYAGGGCTAATCMTYCAGATGCTCCTGGATGGTGYGGRTTTTACTGGCATTCTACT
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MGRCTTGCTAGAGATGGSACTAATTGTATCTTTAATGAAATGAAACAAGAAKTTCAAGARYTRCAAA
TWAATGGRAAAATHACYTGGGAYAATGYTAGAGAAYTRYTGTTTAGYCAGAAAAARAARCTAGATCA
RAAATAYAGAAAYATGCTGTAYCATTTCAGACAYARYVCTGATTGTCCTAGATGTGATTATTGGGATR
ATGTHTACCGTARRCACTTAGCTCATGTCTCTTCACAGGAATCAGAGGAGGTWACAGACGAAGAAA
TGCTTTCTGCTGTTGAAAGCATGGAWACAAATGCCTCCAATTAAACGCCARCCTGGAGGGTGGGTG
CTTCCTGGTTAT

6.4.2.12 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
bokawirusa 3 (20)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
TTCTGGCTACGCGTCCTTTTGAACCGGAAGAGGCAGAAATTTATCATGCTTTAAARCGAGCTGAGMGA
GAAGCTTGGGGTGGAGTTACTAGCGGCAACCTACAAATTCTYCAATACAGAGATCGCAGAGGAGACCT
TCACGCACAACAAGTGGATGCTCTTCGCTTCTTCAAAAACTACCTATTRCCWAAAAATAGATGCATTAC
MTCTTACAGCAGACCTGATGTCTGTACTTCTCCAGAAAACTGGTTTGTTTTAGCTGAAAAAACTTACTG
TCACACTCTTGTTAACGGGCTGCCGCTTCCAGAACATTACAGAAAACACTACCACGCAACCCTAGATAA
CGAAGTTCTACCAGGGCCTCAGACAATGGCCTTTGGGGGACGTGGTCCGTGGGAACATCTT

6.4.2.13 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
bokawirusa 4N/ (22)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
ACAGATGGGCAAGCAGAACACTATTTGCTTTTATGGCCCTGCTTCAACAGGCAAAACAAACTTTGCAA

AAGCTATAGTTCAGGGCGTTCGCCTTTATGGCTGTGTTAATCATTTAAACAAGGGGTTTGTTTTTAACGA
TTGCAGACAACGCCTTATAATTTGGTGGGAAGAATGTTTAATGCATCAAGATTGGGTAGAACCTGCTAA

ATGTATTTTAGGCGGAACTGAATGTAGAATTGATGTTAAACATAAAGATAGTGTTCTCCTTCAACAAACA
CCAGTAATCATTTCCACTAACCATGACATCTACTCTGTAGTTGGTGGCAATACTGTTTCTCATGTTCATGC

AGCACCATTAAAAGAACGAGTTCTTCAGCTAAATTTTATGAAACAACTACCACAAACATTTGGAGAAAT
CTCTCCAAGTGAAATTGCAGAACTTTTGCAATGGTGCTTTAATGAGTACGACTGTACTCTTGCTGGC

6.4.2.14 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
mastadenowirusa A (32)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:

GTTTAACGAGGTGCAGCTGCCGTCKTCKYGGAGRAGYGGRGCCACHTCRTTCATCATTTGYYKGACKYR

BRTGTTTTGYTTRRCHAGTTCCCYBARMAGRCGYTCWCCGCCYARSGADAGYAACTCYTGYAAAGAKTT
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RAAAKTTTTWARWGGYTTYARRCCRTCRGCCATWGGCATGTGRTCYAGGGTTTGYTTYARCAGYTGCA
RSCGRTCCCAYAGYTSWGTWAYRTTTTCTATKSCATCTCGATCCARCARAYTTCCTCGTTGCGGGGRTTK
GGYTGGCTGTTGCTGTAAGGRAYRAGRCGRTGAGCRTCYARRTGSRCSAGRGTTTTGTCYTTCCAKGGW
CGYAAKGTGCGYKTSAGRGTTGTTTCSGTCACKGTRAAYGGATGCGCYCCTGGTTGDGCGCTGGCCARY
GTGCGCTTYAARCTSRKRCGGCTGGTRCTGAASYGBGYGTCTTCTCCCTGTGCTTCGG

6.4.2.15 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
mastadenowirusa B (34)
Sekwencja nukleotydowa wstawki:
CCCGTGAGCTTGAACCTGAAAGAGAGTTCAACAGAATCAATYTCGGTATCGTTRAYRGCRGCTTGYCT
MAGKATTTCTTGYACGTCRCCAGAGTTRTCCTGGTAGGCGATCTCSGCCATGAACTGCTSGATYTCTTCC
TCYTGAAGATCTCCGCGRCCCGCTCTYTCGACGGTGGCCGCGAGGTCRTTGGAGATRCGSCCMATGAG
TTGRGAGAATGCATTCATGCCCGCCTCGTTCCAGACGCGGCTGTARACCACRGCCCCCWCGGRRTCTC
TYGCGCGCATVACCACCTGRGCGAGGTTRAGCTCYACGTGKCKGGTGAAGACCGCATAGTTGCATAGRC
GCTGRAAAAGGTAGTTGAGTGTGGTGGCRATGTGYTCGGYGACRAAGAAATACATGATCCATCGTCTCA
RCGGCATYTCGCTGACATCGCCCAGMGCTTCCAAGCGCTCCATGGCCTCGTAGAAGTCC

6.4.2.16 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
mastadenowirusa C (36)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
TGCACGTCTCCTGAGTTGTCTTGATAGGCGATYTCGGCCATGAACTGCTCGATCTCTTCCTCCTGGAGAT
CTCCGCGTCCGGCTCGCTCCACGGTGGCGGCKAGGTCGTTGGARATGCGGGCCATGAGCTGCGAGAA
GGCGTTGAGGCCTCCCTCGTTCCAGACGCGGCTGTAGACCACGCCCCCTTCGGCATCGCGGGCGCGCL

ATGACCACCTGCGCGAGATTGAGCTCCACGTGCCGGGCGAAGACGGCGTAGTTKCGCAGGCGCTGAA
AGAGGTAGTTGAGGGTGGTGGCGGTGTGTTCTGCCACGAAGAAGTACATAACCCAGCGYCGCAACGT
GGATTCGTTGATATCCCCCAAGGCCTCAAGGCGCTCCATGGCCTCGTAGAAGTCCACGGCGAAGTTGA
AAAACTGGGAGTTGCGCGCCGACACGGTYAACTCCTCCTCCAGAAGACGGA

6.4.2.17 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
mastadenowirusa D (38)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:

CTGCATCTCCCAGGCTTTCATCTCGGAGGGGGGRATCATGTCCACCTGCGGGGCGATGAAAAAAAYGG

TTTCCGGGGCKGGGGTGATGAGCTGCGARGADAGCAGGTTTCTYARCAGCTGGGACTTGCCGCACCC
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GGTYGGRCCGTAGATGACCCCGATGACKGGTTGCAGGTGGTAGTTCAAGGASATGCAGCTGCCGTCGT
CCCGGAGGAGGGGGGCYACCTSGTTRAGCATGTCYCTSACTTGGAGGTTTTCCCGRACRAGCTCGCYR
AGRAGGCGGTCYCCGCCCAGCGAGAGSAGYTCTTGCAGGGAAGCAAAGTTTTTYAGGGGCTTRAGYC
CGTCGGCCATGGGCATCTTGGCGAGGGTSTGCGAGAGGAGYTCSARSCGGTCCCABAGCTCGGTGAC
GTGCTCTACGGCATCTSGATCCAGCAGACTTCCTCGTTTCGG

6.4.2.18 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
mastadenowirusa E (40)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
CGGGAGAGGCATGATGAGACTAATCAYAGAAYTGAACTRACTGTGGGTCTRATGAGCCGCAAGCGTCC

AGAAACAGTGTGGTGGYATGAGGTGCAGTYRACTGGCACAGATGAGGTGTCAGTCATGCATGAGARAT
TTTCCCTAGAACAAGTYAARACTTGTTGGTTGGAGCCTGAGGATGATTGGGAGGTAGCCATCAGGAAT

TATGCYAAGCTGGCTCTRAGGCCAGATAGAAAGTACAAGATTACTAAGCTKATAAATATYAGAAATGCCT
GCTACATCTCAGGGAATGGGGCTGAAGTGGAGATCTGTCYSCAGGATAGAGTGGCTTTCAGATGCTGC

ATGATGAATATGTACCCGGGRGTGGTGKACATGGATGGGGTCACCTTTATGAACATKAGGTTYAGGGGA
GATGGGTATAATGGGACGGTCTTTATGGCCAA

6.4.2.19 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
mastadenowirusa F (42)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
GGGATGACATGTTCCAGGGGYTGCTGGAGRCTGARYATSYGTTTGATTTYCCTGAACCTTCTSAGGCTTY
TGAAGARATDTCGCTTCAYRATCTTTTTGATGTGGAGSTGGATSRKTYYGAAGRGGAYSCSAAYSAGGAA
GCGGTWGATGGTATGTTTCCYRASWGGWTGCTGTCCGAGGMYSASAGYGCTGMMRRBRGYGNNNS
TTCGGGYGATTCTGGGGTTGGMGAAGASYTGKTGSMGGTTRATYTGGAYTTGAAATGCTATGAAGASG
GTTTGCCTCCTAGCGRYYCKGARRCTGATGARGCTRMAGARNNNNNNGMGGARGAAGAGRCGGCT
RTGYCGAMTTATGTGAANNNNNNTGARRRTGMWARTSAGCTGGTGYTGGACTGTCCAGARAACCCK
GGRCGAGGTTGTCGGGCTTGTGATT

6.4.2.20 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
metapneumowirusa (44)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:

TGCGGCARTTTTCAGACAATGCWGGRATAACACCAGCAATATCHTTRGACYTAATGACWGATGCTGAR

YTRGCCAGRGCYGTWTCHWACATGCCRACATCTGCAGGRCARATAAAAYTRATGTTRGARAACCGYGC
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RATGGTRMGRAGRAARGGRTTYGGAATCYTRATAGGRGTYTACGGRAGCTCYGTRATTTACATGGTBCA
RYTGCCRATCTTTGGBGTYATAGAYACRCCTTGYTGGATARTVAARGCAGCYCCYTCTTGYTCHGAAAAA
RABGGRAAYTAYGCTTGCCTCYTAAGAGARGAYCARGGRTGGTATTGTMARAATGCAGGRTCMACTGT
YTACTACCCAAATGARAARGACTGYGAAACAAGRGGWGAYCATGTYTTTTGYGACACAGCAGCAGGRA
TYAATGTNGCTGAGCARTCAARRGARTGCAACATYAACATATCYACYACHAAYTACCCRTGCAAAGTYAG
CACAGGAAG

6.4.2.21 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiej
paragrypy 4a (46)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
ACGATAGGCCTGAACGGTTGCATTYAGGTCACTCAATCGTTCAGGCYACTATAATYTCYAATTCYGRACA
AAAYTGAYAAAATGAGYTTTGAAATAAGTGTAGAGGAAATTGARGAGCTCATYGARACTGGCAATCTCA
ACATAGACCATGCACTAAAAGAATTAGGTGCAACCAGTCAACCRTCAMTARACAAACTTCCATCCCAAR
RYAGCAGAACAGAARGAAATRATGRYRGAACCAAGATTTCAAGAAATCTGGCCCCAGYAGAGRCACCY
GMCCRCATCTCCAMAGCACAACRGCRRYACAATGAAGAGAATGAATCAGRAAAACAAARTCTRGACA
ACCTCTCCATGATATCCAACAAACCCCAGACAGGTACGCTGCTTATGGGACCAGACA

6.4.2.22 Plazmid pUC-GW niosqgcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiej
paragrypy 4b (48)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
GTTACGCCATGGGAGTTGGAAGTGTCCAGGATCCAYTGATYAGAAACTATCAGTTTGGAAGGAACTTCT
TRAAYACCAGYTATTTTCARTATGGTGTTGAGACTGCAATGAARCACCAGGGWACAGTTGACCCYAAAY
TGGCYYTAGAGCTTGGAATAACYGATGAAGACAGAGTRGAYATTATGCAGTCYGTTGAAAAGCACATAT

CAGGAAAAGCTGGWGATGAYATATCACAGCCTGCAGGTGCATTTRCAATGTCYCTAARCAGATCAGCTT
TCATYAACAAYAACACTTCYCAAGACTTCTCAGGRGCAAGACTCTCCAACTACGARCAAGGATGGTCYG

GCACAAATCAAGATGAAACGAGAGATRYYTATCCAGAAYCYACAATGCAYAGACTCCMRAACATTGAAY
YRACTGACTCAGATCACAATGARCTACTGATGCCGGAGCTTGAAA

6.4.2.23 Plazmid pUC-GW niosgcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej RSV A (50)
Sekwencja nukleotydowa wstawki:
ACATCTCACCATGCAAGCCATYATCYATACYATAAAGTAGTTAATTNAAAAATAGTCATAACAATGAACTA

RGATATTAAGACYAAMAAYAACGYTGGGGCAAATGCAAACATGTCCAAAACCAAGGACCAACGCRCCG
CCAAGACACTAGAAARGACCTGGGACACTCTCAATCATCTRTTATTCATATCATCGTGCTTATACAAGTTA
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AATCTTAAATCTATAGCACAAATCACATTATCYATTYTGGCAATGATAATCTCAACYTCACTTATAATTGYAG
CYATCATATTCATAGCCTCRGCAAACMACAAAGTCACACTAACAACTGCAATCATACAAGATGCAACRAR
CCAGATCAAGAACACAACCCCAACAYACCTSACCCAGAATCCCCAGCTTGGAATCAGC

6.4.2.24 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej RSV B (52)
Sekwencja nukleotydowa wstawki:
AGGCAATGCAGCAGGTCTAGGCATAATGGGAGAGTAYAGAGGTACACCAAGAAACCARGATCTYTATG
ATGCAGCCAAAGCATATGCAGAGCAACTCAAAGAAAATGGAGTAATAAACTACAGTGTATTAGACTTAA
CARCAGAAGAATTGGAAGCCATAAAGMATCAACTCAACCCYAAAGAAGATGAYGTAGAGCTYTAAGTT
AACAAAAAATACGGGGCAAATAAGTCAACATGGAGAAGTTTGCACCTGAATTTCATGGAGAAGATGCA
AATAACAAAGCTACCAAATTCCTAGAATCAATAAARGGCAAGTTYGCATCATCYAAAGATCCTAAGAAGA
AAGATAGCATAATATCTGTYAACTCAATAGAYATAGAAGTMACTAAAGAGAGCCCGATAACATCTGGCA
CCAACATYATCAATCCAAYAAGYGAAGCYGAYAGTACCCCAGAARCYAAAGCCAACTACCCAAGAAAAC
cC

6.4.2.25 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
respirowirusa 1 (paragrypy 1) (54)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
CACCGCTGATAGGGACAACAAAAAYTGGGCAAATGAYAGCAACGAAAGATGGATGAATCACTCYACCA

ACAACCACACAATCACGATTCATGGTGCAGAAGAACTCGAAGAAGAGACAAATGATGAAGACATCATT
GAYATAGAAAACAAGATTGCACGAAGGYTGGCYGAYAGAAAACAGAAACTAAGCCAAGCAARCAACA

AACGAGACATCAGCAGTGATGCYGAYTATGAAAATGATGATGATGCTACAGCGGCTGCAGGGATAGGA

GGAATYTAACAGGATAWTTGGACAGYAGAARCCAGATCAAAAGTAAGAAAAACTTAGGGTGAATGRC

AATTCACAGATCAGCTCAACCAGACAYCATCAGCATACACGAAACCAACCTTCACAGTGGATACCYCAG

CATCCAAAACTCTCCTTCCCGAATGGATCAGGATGCCTTCTTTYTTGAGAGGGATCCTGAGGCCGAAGG
AGAGGCACCACGAAAAC

6.4.2.26 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
rubulawirusa 2 (56)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:

GCAGCAGAGGCAAAATCCAAACCAGYYGCYRCTGGTCCAGTRAAACCCAGRCGGAAGAAAGTGAYCA

GCAATRCYACYCCATACACTRTTGCAGACAAYAYYCCACCYGAGAAGCTACCWATCAACACTCCAATACC

CAATCCATTACTTCCACTGGCACGCCCYCAMGGAAAGATGACAGACATTGACATTGTCACTGGGAMCA
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TYACAGAAGGATCATACAAAGGTGTGGAGCTTGCYAAATTAGGGAAGCAAACACTACTCACRAGGTTC
ACCTCBAATGAGCCARTCTCCTCAGCTGGATCYGCCCAAGACCCCAACTTTAAGAGGGGGGGAGCTAA
TAGAGAAAGAGCAAGAGGCAACCATAGGAGAGAATGGAGTATTGCATGGGTCGGAGATCARGTCAAA
GTCTTCGAGTGGTGTAATCCCAGGTGTGC

6.4.2.27 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej wirusa
Swinki (61)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
GGCAAGCCATGGATCAATTTATAAAACAAGATGARACTGGTGATTTAATTGAGACAGGAATGAATGTTG
CAAATCAYTTCCTATCYGCCCCCATTCARGGAACCAACTYGYTGAGCAAGGCYACAATCATCCCYGGYGT
TGCACCAGTACTCATTGGCAATCCAGARCAAAAGAACATTCAGTACCCCACYGCATCACATCAGGGATC
CAAGTCAAAGGGMAGARGCTCAGGGGCCARGCCCATCATAGTCTCATCYTCCGAAGKAGGCACTGGA
GGGACTCAGATTCCTGAGCCCCTTTTYGCACAAACMGGACARGGTGGCAYTGTCACCACCGTTTATCA
RGATCCAACTATCCAACCAACAGGTTCATACCGAAGTGTGGAATTGGCTAAGATAGGAAAAGAGAGAA
TGATTAATCGRTTTGTTGAAAAACCMAGRACCTCAACGCCGGTAACAGAATTT

6.4.2.28 Plazmid pUC-GW niosgcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej rinowirusa
A (62)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
CAAGCACTTCTGTYWCCCCGGYBDVNDHKRATAYGCTYYMNMMARGGCRRAARCWDHHNNNRTCG
TTAYCCSCAMRRYRMCTACRSRRARCYTAGTANBDYYYYNRADDDWNYHHGRYTGGTYNHTCMNBYR
NNNNNNHNCNNNYRNNARACCTKGNAGATGRGGCTRGRHRHHCCYCWCYNGYRANRGWGDYNYA
GCCYGCGTGGCTGCCTGCDYACNNNNNHNBRRGTRYGAAGCCWWDNDHHDGACARGGTGYGAAG
AGYCBMSTGTGCTYRYYKTGANTCCTCCGGCCCCTGAATGYGGCTAAYCYTAAMCCYGYAKCYRDDRYN
YRYAADCCARYRNRTNKNYRGTCGTAAYGRGYAAYTRYGGGAYGGRACCRACTACTTTGGRTGTCCGTG
TTTCH

6.4.2.29 Plazmid pUC-GW niosgcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej rinowirusa
B (63)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:

YCCYACCAYCCGACCCACDGGGTGTRGTRCWCTGGTAYTHTGTACCYTTGYAYGCCTGTTYNYNNNNNN

NNNNNCYYHYVYHHVHHHYMCNHHYYMHNNNNNNNNNNNNNNGWAACNTTAGAAGHWBNDV

DHHNNNNNNGYRCAAYAGGWDNYRYYAYMHCCARTRRYRKNWDNGYRCRAGYAMTYCTKKTTMCC
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CGGRGCKRRRTATARRYKGYNMMCRYBRYYRAAARYYYTYAACCGTTAYCCGCCARYYAACTRCGHRAH
RRCTAGTANYATYWTKHHBNBNHNNDGRYGTTCGATCAGGTRRNNNNNNNHMMCNNNNNYACTA
GTYTGGTCGATGAGGCTRRRARNYCCYCACRGGYRACYGTGTYYYAGCCTGCGTGGCGGCCARCCCRRC
NHHWGYYGGGACGCCHWWWNDNDGACATGGTGYGAAKAYYYDMDTGYGCTTRRYTGTGADTCCTC
CGGCCCCTGAATGCGGCTAACCYHAACCCY

6.4.2.30 Plazmid pUC-GW niosgcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej rinowirusa
C-drzewo 1 (66)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
RARYACTTCTGTTTCCCCGGNNNNNBDDBAWWHGVYTYVMMMRRGGYDRAARVYVHDNBNVTCG
TTAYCCGCAHWRBKMCTACGVRAMKSYYAGTADYASHYTBRAWRBYNHDDGGBKKKYCGYTCVRYHR
NWNHYCCNNANYDRYAGRYYWGGBMRATGRGGCWRVRYDYDCCCCACYRGYGAYRGTGRYBYWGC
CYGCGTGGYKSCCTRCNYRBSMYNNNYNKSVYRNGAMKCCHVDNRDYDGACARGGTGTGAAGRSMC
YMBTGTGCTMVYWDTGABTCCTCCGGCCCCTGAATGYGGCTAAYCYTNACCCYRYAKCYRYYRCAHRYR
HNCCARYDTGYVKGYRGTCGTAAYGRGYAAYTRYGGGAYGGRACCRACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTC
Y

6.4.2.31 Plazmid pUC-GW niosgcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej rinowirusa
C-drzewo 3 (68)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
WCGGTTCCTTTGYAYGCCTGTTTTMHVHNNYYCHWBYYYBWYWNYYTYYWNNNNNNNNNNNNNN
NNMRHRTAANTTAGAMGYWDNRYMNAYNAGYYCAATAGGAVNYRRYYMAYCCANRRYYRYNHHRR
RCAAGYACTTCTGTYWCCCCGGRYGYGTGAATAGRCYYYNHMMRRGGYTGAAGCTGWAGCRYTCGTT
AYCCGCWYWYSTACTRCRCRRWRRYTAGTADCWHHYTKVNHDBBBBHDTGGYGTTTCRCTCRGCRBN
NNNWHCCCCMVYGYAGATCAGGGYAATGRGGCTRCRBRWVCCYCACYGGYGACRGTGDYGYAGCCY
GCGTRGTGCCCYGCCYRRRYYHNNNVNVYYYRGGACRCCAYDDBNHWGACAGGGTGWGAAGRYYBK
MGTGYGCTASRDRTGARTCCTCCGGCCCCTGAATGYGGCT

6.4.2.32 Plazmid pUC-GW niosgcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej rinowirusa
C-drzewo 4 (69)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:

YCAAGYACTYCTGTYTCCCCGGYWYDNVGDGNRHTARRYHBYNYMMRVGRYYRARRCYHBRWDWRT

CGTTAYCCRCRYDNNWACTRVRCRRARCYYAGTANYNCYYYRVNMNNYHBNHYGKYTGGTYRYTCMRY
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BANNNNWHYCCMHTVRYARACCYGGCAGATGRGGCWRGAVDYWCCYCACTGGYRACAGTGKTCYW
GCCYGCGTGGCTGCCTGYHCMCYYWHNNNNGKGDRAAGCCRWYNDRYDGACARGGTGHSAAGAG
CCSMGTDYGCTWNNWRTGANTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCYAACCCYRCAKCYRTBRCAYR
SAWDCCASYRTGTRBRYRGTCGTAAYGRGYAAYTGYGGGACGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTT
TCYTK

6.4.2.33 Plazmid pUC-GW niosqgcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej wirusa
grypy A (70)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
KCCAGCRCAAAATGCYATAAGCACMACWTTYCCTTATACTGGWGAYCCTCCWTACAGCCATGGRACAG
GRACAGGRTACACYATGGAYACAGTMAACAGRACACAYCARTAYTCAGARARRGGRARRTGGACRAM
AAAYACMGARACTGGDGCDCCSCARCTHAACCCRATTGAYGGDCCACTACCWGARGAYAATGARCCA
AGTGGVTATGCMCAAACAGAYTGTGTHYTRGARGCWATGGCYTTYCTTGAAGAATCCCAYCCHGGDAT
MTTTGARAAYTCNTGYMTTGAAACAATGGARGYYGTTCARCARACAAGRGTRGAYAAACTRACHCAA
GGYMGMCAGACYTATGAYTGGACWYTAAAYAGRAAYCARCCKGCWGCMACWGCATTRGCCAACACY
ATAGAAGTH

6.4.2.34 Plazmid pUC-GW niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej wirusa
grypy B (73)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
RATCAAACAGAAGACGGAGGRCTACCACAAAGYGGYAGAATTGTYGTTGATTACATGRTGCARAAAYCT
GGRAAAACAGGAACAATTRYCTATCAAAGRGGTRTTTTRTTGCCTCAAAARGTGTGGTGCGCRAGTGG
CAGGAGCAARGTAATAAAAGGRTCMTTGCCYTTAATTGGWGAAGCAGATTGCCTYCAYGAARAATAYG
GTGGATTAAACAAAAGCAAGCCTTACTACACAGGRRAACATGCAAARGCCATAGGAAATTGCCCAATAT
GGGTRAAAACACCYTTGAAGCTKGCYAATGGAACCAAATATAGACCYCCTGCAAAACTATTRAARGAAA
GRGGTTTCTTCGGAGCYATTGCTGGTTTCYTAGARGGAGGATGGGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCAC
GGATA
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6.4.3 Plazmidy oparte na pMX (pUC19)

AmpR
promotor

MSC ze
wstawka
genowg

Amp R

pMX ze

wstawka genu
wirusowego

~3200 pz

Rycina 13 Poglgdowy schemat przedstawiajgcy budowe plazmidéw pMX ze wstawkami gendw wirusowych uzytymi jako
kontrole pozytywne

6.4.3.1 Plazmid pMX niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej wirusa rozyczki
(74)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
AGCGCACCTACGCCGAGCAGGATTTCCGCGTCGGCGGTACGCGCTGGCACCGATTGCTGCGCATGCCA
GTGCGCGGCCTTGACGGCGACAGCGCCCCGCTCCCCCCCCACACCACCGAGCGTATCGAGACCCGCTC
GGCGCGCCATCCTTGGCGCATTCGCTTCGGTGCCCCTCAGGTCTTCCTTGCCGGGCTCCTGCTCGCGGC
CGTTGCCGTCGGCACCGCGCGGGCTGGCCTCCAGCCCCGCACTGACATCGCGGCACCCCCTGLGCCG
CCGCAGGCCCCTCGCGCGCATGGGAAGCATTACGGCCACCACCACCATCAGCTGCCGTTCCTTGGGCA
CGACGGCCACCACGGCGGCACCCTGCGCGTCGGCCAGCACCATCGAAACGCTAGCGACGTGCTGCCC
GGCCACTGGCTCCAAGGCAGCTGGGGTTGCTACAAC

6.4.3.2 Plazmid pMX niosqcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej wirusow ospy
(wirusy z rodzaju Orthopox) (75)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:

GAAACTTGGAAACATCTCTTCTAGTTTCACTAGTACCTTTATTAATTCTTTCAGGTACAGATTTTGAATTC

GACGATGCCGAGTATTTCATTGTTGTATATTTCTTCTTCGATTGCATAATCAGATTCTTATATACCGCCTCA

AACTCTATTTTAAAATTATTAAACAATACTCTACTATTAATCAGTCGTTCTAACTCCTTTGCTATTTCTATGG

ACTTATCGACATCTTGACTGTCTATCTCTGTAAACACGGAGTCGGTATCTCCATACACGCTACGAAACCG
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AAATCTGTAATCTATCGGTAACGATGTTTTCACTATAGGATTAATATCTCTATCGTCCATATAAAATGGATTA
CTTAATGGGTTTGCAAAATGTAACATACCGTTAGATAACTCTGCTCCATTTAGTACCGATTCTAGATACAA
GATCATTCTACGTCCTATGGATGTGCAACTCTTAGCCGAAGCGTATGAGTATAGAGCACTGTTTCTAAATC
CCATCAGTCCATA

6.4.3.3 Plazmid pMX niosgcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej wirusa odry
(76)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
GTGTCAGAACATCAAGCACCGCCTAAAAAACGGATTTTCCAATCAAATGATTATAAACAATGTGGAAGT
TGGGAATGTCATCAAGTCCAAGCTTAGGAGCTATCCCGCCCACACTCATATTCCATATCCAAATTGTAATC
AGGATTTATTTAACATAGAAGACAAAGAGTCAACAAGGAAGATCCGTGAGCTCCTCAAAAAGGGAAAT
TTGCTGTACTCCAAAGTCAGTGATAAAGTTTTCCAATGCCTGAGGGACACTAACTCACGGCTTGGCCTA
GGCTCCGAATTGAGGGAGGACATCAAGGAGAAAATTATTAACTTGGGGGTTTACATGCATAGCTCCCA
ATGGTTTGAGCCCTTTCTGTTTTGGTTTACAGTCAAGACTGAGATGAGGTCAGTGATTAAATCACAAAC
CCATACTTGCCATAGGAGGAGACACACACCTACATTCTT

6.4.3.4 Plazmid pMX niosgcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej wirusa ospy
wietrznej i pdtpasca (77)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:
CGCCGCGGCCGCCTGTTGAATCTTGTCCACATATGCGGTATGATTGCGATCAATAATGTCATTAACCCCA

GGATTAAACTGTCCAGGTGCAGGCGGTAGGACCTGCAACCGTATAAGCGCATCCATAACAGAATGTGA

CGTTAAGGCGCCTTGATCATACCGCCCCCCACGAGCATGAAACTGGTCGCGTGGTAGACGATCATAGCA
AAATTGATAACTGTTTTTATTTTCGTGTGTTGTCATATAATTCACAAATGTCTCAGTATATTCCGGTAGGTG
CTCTATAAGGTTCCCGAAGGACGAAACTTGAGGTTCGTGGACACTATTAGATGTCCTATACATTAAATAT

AAACATAATACCGCACACTCGAACGCGGAGTACGCTCTATCTCCAACATACATTCTCCCGGCGGACTGTA
G

6.4.3.5 Plazmid pMX niosgcy wstawke z fragmentem sekwencji nukleotydowej ludzkiego
koronawirusa HKU1 (26)

Sekwencja nukleotydowa wstawki:

TCCTGCTAATGGGCATATGCTCCATGGTGGTGGAGTTGCAAAAGCTATAGCTGTAGCTGCAGGTAAAAA

ATTTTCTAAAGAAACTGCTGCTATGGTTAAATCTAAAGGTGTTTGCCAAGTAGGAGATTGTTATGTTTCT

ACCGGTGGTAAATTATGTAAAACAATTCTTAATATTGTAGGTCCTGATGCTAGACAAGATGGAAGACAAT
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CTTATGTTTTGTTAGCACGTGCTTATAAGCATCTTAATAAKTATGATTGTTGTTTGTCTACTCTCATATCGG

CTGGTATATTTAGTGTTCCTGCTGATGTGTCATTAACTTACCTTCTAGGTGTTGTTGATAAACAAGTTATCC

TTGTTAGTAATAATAAAGAAGATTTTGATATTATTCAAAAATGTCAAATTACTTCAGTTGTTGGTACTAAA

GCATTGGCTGTTAGATTAACTGCTAATGTAGGCCGTGTTATTAAATT

6.5 Odczynniki

6.5.1

6.5.2

6.5.3

6.5.4

6.5.5

6.5.6

6.5.7

6.5.8

6.5.9

6.5.10

Q5°® Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix DNA Polymerase, (New England Biolabs, USA)
T4 DNA Ligase (z CloneJET PCR Cloning Kit; Thermo Fisher Scientific, USA).

2X Reaction Buffer (z ClonelET PCR Cloning Kit; Thermo Fisher Scientific, USA).
LunaScript® RT SuperMix (New England Biolabs, USA)

Woda ultraczysta, wolna od DNAz i RNAz (Eurx, Polska)

SG gPCR Master Mix (Eurx, Polska)

TagPath™ 1-Step Multiplex Master Mix (No ROX) (Thermo Fisher Scientific, USA)

Enzym restrykcyjny Xhol FastDigest (Thermo Fisher Scientific, USA)

Enzym restrykcyjny Xbal FastDigest (Thermo Fisher Scientific, USA)

Bufor do analizy restrykcyjnej, FastDigest Green Buffer (10X) (Thermo Fisher Scientific,
USA)

6.6  Komorki

6.6.1

6.6.2

Escherichia coli szczep Mach1-T1R- ArecA1398 endA1 tonA ©80AlacM15 AlacX74 hsdR
(r« mg*) (Invitrogen, USA).
MDCK (z ang. Madin-Darby canine kidney) — komorki pozyskane z dorostego cocker

spaniela ptci zenskiej (Thermo Fisher Scientific, USA)
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6.7 Pozywki wzrostowe

6.7.1

6.7.2

6.7.3

6.7.4

6.7.5

Pozywka wzrostowa ptynna LB (Luria Broth)

Bacto-trypton (Difco, USA) 10g
Ekstrakt drozdzowy (Difco, USA) 5g
NaCl 10g

Sktadniki zostaty rozpuszczone w 1 litrze wody dejonizowanej, pH ustalono na 7 i

wyjatowione w autoklawie.

Pozywka wzrostowa stata LA (Luria Agar)

Bacto-trypton (Difco, USA) 10g
Ekstrakt drozdzowy (Difco, USA) 5g
NaCl 10g
Bacto-agar (Difco, USA) 15¢g

Sktadniki zostaty rozpuszczone w 1 litrze wody dejonizowanej, pH ustalono na 7 i
wyjatowione w autoklawie.
Podtoze wzrostowe DMEM (z ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium; firmy GIBCO,
USA) podtoze zawierajgce D-glukoze, pirogronian sodu, 200 mM L-glutamine oraz weglan
sodu, suplementowane 10% FBS, mieszaning antybiotykdw AA oraz 0,2% BSA
Podtoze wzrostowe DMEM do infekcji (z ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium; firmy
GIBCO, USA) Podtoze zawierajgce D-glukoze, pirogronian sodu, 200 mM L-glutamine oraz
weglan sodu, suplementowane mieszaning antybiotykéw AA, 0,2% BSA oraz roztworem
TCPK-trypsyny o koricowym stezeniu 1 ug/ml
Roztwoér metylocelulozy 1% w pozywce DMEM
Sktad: Metyloceluloza (Sigma-Aldrich, USA) — 4 g, DMEM 10x — 40 ml, FBS — 25
ml, NaHCO4 — 12 ml, AA — 2,8 ml oraz TPCK-Trypsyna dodana do uzyskania
ostatecznego stezenia 2 pg/ml
Metyloceluloze zawieszono w 320 ml H,O destylowanej, a nastepnie jatowiono
(0,5 h; 0,7 atm., 121°C). Po czym pozostawiono do rozpuszczenia na mieszadle
magnetycznym przez noc w temperaturze 4°C. Nastepnie dodano pozostate

skfadniki i ponownie wymieszano na mieszadle.
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6.8 Antybiotyki

6.8.1

6.8.2

6.8.3

Ampicylina, Sigma-Aldrich (USA), roztwdr wodny, stezenie koricowe 50 pg/ml
Kanamycyna, Sigma-Aldrich (USA), roztwér wodny, stezenie koricowe 50 pg/ml
Roztwor antybiotykdw AA (z ang. Antibiotic/Antimycotic), 100 x, Sigma-Aldrich (USA)

sktad: 10000 U/ml penicyliny, 1000 pg/ml streptomycyny, 25 ug/ml amfoterycyny B

6.9 Wzorce masowe

6.9.1

GeneRuler™ DNA Ladder Mix, 100-10000 kpz (Thermo Fisher Scientific, USA)
Fragmenty DNA o wielkosci: 10000 pz, 8000 pz, 6000 pz, 5000 pz, 4000 pz, 3500 pz,
3000 pz, 2500 pz, 2000 pz, 1500 pz, 1200 pz, 1031 pz, 900 pz, 800 pz, 700 pz, 600 pz,
500 pz, 400 pz, 300 pz, 200 pz, 100 pz.

6.10 Bufory i roztwory

6.10.1

6.10.2

6.10.3

6.10.4

6.10.5

6.10.6

6.10.7

Bufor TAE (z ang. Tris + Acetate + EDTA)

Sktad: 10 mM EDTA + 40 mM Tris-octan; pH 8,3.

Bufor obcigzajacy do probek DNA 6x stezony

Sktad: 40% sacharoza + 200 mM EDTA + 0,25% btekit bromofenolowy.

2M CaCl, w H,0

Roztwor jatowiono przez sgczenie przy uzyciu filtra strzykawkowego 0,22 um.
0,1 M CaCl, w H,0

0,1 M CaCl, + 10% glicerol

Bufor PBS (z ang. phoshate buffered saline) — roztwor soli fizjologicznej buforowany

fosforanami
Sktad: 137 mM NaCl + 15 mM KCl + 10 mM NazHPO4/KH,PO4; pH 7,4.

4% roztwor paraformaldehydu w PBS

6.11 Odczynniki chemiczne

6.11.1

6.11.2

6.11.3

CaCl,, (Sigma-Aldrich USA))
Glicerol (POCH, Polska)

Barwnik interkalujgcy do kwaséw nukleinowych SimplySafe (Eurx, Polska)
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6.11.4 Octan sodu (Sigma-Aldrich, USA)

6.11.5 Agaroza (Prona, Belgia)

6.11.6 Trypsyna 0,25% (Life Technologies, USA)

6.11.7 Etanol CZDA (POCH, Polska)

6.11.8 Paraformaldehyd (POCH, Polska)

6.11.9 Tween 20, (POCH, Polska)

6.11.10 FBS, (GIBCO, USA)

6.12 Zestawy komercyjne

6.12.1 Zestaw do pomiaru stezenia dsDNA QuantiFluor® dsDNA System (PROMEGA, Niemcy).
6.12.2 Zestaw do izolacji plazmidowego DNA , Plasmid Mini” (A&A BIOTECHNOLOGY, Polska).

6.12.3 Zestaw do izolacji DNA z zelu agarozowego “DNA Gel-Out concentrator” (A&A
BIOTECHNOLOGY, Polska).

6.12.4 Zestaw do izolacji RNA/DNA wirusowego ,CoV RNA” (A&A BIOTECHNOLOGY, Polska).

6.12.5 Zestaw do zautomatyzowanej elektroforezy o wysokiej rozdzielczosci D1000 ScreenTape

System (Agilent Technologies, USA)

6.12.6 Zestaw do szybkiego znakowania nukleotydowego sekwencji Rapid Barcoding kit 96
SQK-RBK110.96 (Oxford Nanopore Technologies, Wielka Brytania)

6.12.7 Zestaw do barwienia w tescie IPMA, VECTOR NovaRED Peroxidase Substrate Kit (VECTOR
LABORATORIES, USA)

6.13 Aparatura i oprogramowanie

6.13.1 2200 TapeStation System (Agilent Technologies, USA)

6.13.2 GridlON Mkl Sequencing Device (GRD-MK1)(Oxford Nanopore Technologies, Wielka
Brytania)

6.13.3 MinlON Sequencing Device (MIN-101B)(Oxford Nanopore Technologies, Wielka
Brytania)

6.13.4 MinKnow (Oxford Nanopore Technologies, Wielka Brytania)

6.13.5 Geneious Prime (GraphPad Software LLC, Nowa Zelandia)

6.13.6 Jezyk programowania Python 3.8 (Python Software Foundation License, USA)

6.13.7 Pomoxis- 0.3.6 (Oxford Nanopore Technologies, Wielka Brytania)
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6.13.8 Minimap2- 2.26(r1175) (Dana-Farber Cancer Institute, USA)

6.13.9 Racon v1.4.3 (MIT, USA)

6.14 Dodatkowe materiaty
6.14.1 Statyw magnetyczny 16-Tube SureBeads™ Magnetic Rack (Bio-Rad, USA)

6.14.2 Naczynia plastikowe do hodowli komérkowych — ptytki wielodotkowe, probdwki

wirownicze, butelki, szalki (Corning, USA)

6.14.3 Komora przeptywowa do sekwencjonowania nanoporowego, Flow Cell (R9.4.1) FLO-

MIN106D (Oxford Nanopore Technologies, Wielka Brytania)

6.15 Przeciwciata

6.15.1 Przeciwciata poliklonalne krélicze przeciwko biatku NP wirusa grypy A (PA5-32242)
(Thermo Fisher Scientific, USA)

6.15.2 Przeciwciata kozie anty-krolicze, sprzezone z HRP (Jackson ImmunoResearch

Laboratories, USA)
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7 Metody

Wszystkie ponizsze analizy bioinformatyczne wykonywano z wykorzystaniem oprogramowania

Geneious Prime (6.13.5), chyba ze zaznaczono inaczej.

7.1 Pozyskanie sekwencji z baz danych

Sekwencje nukleotydowe zostaty pobrane z bazy danych NCBI (dostep czerwiec 2021 roku) dla
kazdego z wiruséw Materiaty 6.1.1-6.1.4 i 6.1.6-6.1.9 oraz NCBI (dostep maj 2022 roku) dla
Materiaty 6.1.10. Dla wszystkich z wiruséw uzyto filtrowania wzgledem kompletnosci
sekwencji — pobrano wytgcznie petne sekwencje nukleotydowe genomoéw wiruséw oraz
filtrowania wzgledem gospodarza wirusa — wybrano jedynie wirusy ludzkie. Dokonano takze
samodzielnego przegladu kazdej z pobranych sekwencji, w celu walidacji ich poprawnosci.
Odrzucono sekwencje niekompletne, zawierajgce zbyt duze ilosci luk lub nieokreslonych
nukleotyddéw. Dla wiruséw grypy A i B (Materiaty 6.1.5) pobrano z baz danych petne sekwencje
segmentéw PB1 i HA (dostep czerwiec 2021 roku). Sekwencja nukleotydowa ludzkiego genu

POTEE zostata pobrana z bazy danych NCBI w maju 2022 roku.

7.2 Zestawienie sekwencji dostepnych w bazach do stworzenia sekwencji

referencyjnych
Dla kazdego z wiruséw przeprowadzono dopasowanie wielu sekwencji oparte na szybkiej
transformacie Fouriera (MAFFT) z zastosowaniem strategii L-INS-i, FFT-NS-i lub FFT-NS2 w
zaleznosci od ztozonosci i liczby porownywanych genoméw. Dodatkowo stworzeniu przerwy

przypisano kare o wartosci 1,53; a wartosc przedtuzenia przerwy ustawiono na 0,123.

Dla wirusow, dla ktorych niemozliwe byto uzyskanie odpowiedniej sekwencji konsensusowej
na podstawie sekwencji nukleotydowych, stworzono kladogram wykorzystujgc narzedzie
Geneious Tree Builder opierajgce sie na modelu Tamura-Nei z wykorzystaniem metody tgczenia
sgsiadéw (Neighbor-joining). Sekwencje podzielono nastepnie na podgrupy o zblizonym
pokrewienstwie i dla tak przygotowanych sekwencji, przeprowadzono dopasowanie sekwencji

w celu otrzymania sekwencji konsensusowych.

7.3 Projektowanie starteréow
Pary starteréw zostaty zaprojektowane przy wykorzystaniu zmodyfikowanej wersji Primer3, w

taki sposob, aby uzyska¢ produkt o dtugosci 450-500 nukleotydéw. Parametry starteréow
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zostaty zadane tak, aby miaty one dtugos¢ 18-27 nukleotyddw, temperature topnienia od 57
do 63°C i zawartos¢ par GC jak najblizej poziomu 50%. Gdy nie byto mozliwosci
zaprojektowania starteréw w petni komplementarnych spetniajgcych powyisze kryteria,

zezwolono na projektowanie starteréw zdegenerowanych.

7.4 Przygotowanie plazmiddéw kontrolnych

7.4.1 Przygotowanie komorek kompetentnych

Hodowle nocng odmtodzono poprzez przeniesienie 2 ml hodowli do 100 ml nowej pozywki LB
(Materiaty 6.7.1). Odmtodzong hodowle inkubowano w 37°C z wytrzgsaniem do uzyskania
ODsoo =0,4. Po uzyskaniu odpowiedniej gestosci hodowle przeniesiono do jatowych 50 ml
probowek i schtodzono w lodzie przez 10 minut. Nastepnie odwirowano hodowle przez 10
minut przy 5000 RPM w 4°C. Pozywke zlano, a osad delikatnie zawieszono w 40 ml zimnego
0,1 M CaCl; (Materiaty 6.10.4). Po zawieszeniu w chlorku wapnia prébke inkubowano 30 min
w lodzie, po czym odwirowano j3 ponownie w identycznych warunkach. Po wirowaniu
usunieto supernatant, a osad zawieszono w 4 ml 0,1 M CaCl, z 10% glicerolem (Materiaty
6.10.5). Prébki poporcjowano po 100 pl do probéwek 1,5 ml, a nastepnie umieszczono w —

70°C.

7.4.2  Odwrotna transkrypcja

Proces odwrotnej transkrypcji przeprowadzany byt przy uzyciu transkryptazy Lunascript
(Materiaty 6.5.4). 8 ul wyizolowanego RNA umieszczano w probdéwce reakcyjnej PCR lub na
ptytce 96 dotkowej, nastepnie do kazdej z prébek dodawano po 2 pl transkryptazy. Probowki
zamykano, a ptytki zaklejano folig. Prébki mieszano przez worteksowanie i odwirowano.
Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano w termocyklerze w nastepujacych

warunkach:

Tabela 5 Warunki przeprowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji z uzyciem transkryptazy Lunascript

Krok cyklu Temperatura Czas Liczba cykli
Przytaczanie starteréw 25°C 2 minuty

Synteza cDNA 55°C 10 minut

Inaktywacja cieplna 95°C 1 minuta 1x
Schtodzenie i|4°C oo

przechowywanie
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7.4.3 tancuchowa reakcja polimerazy

tanicuchowg reakcje polimerazy (PCR) przeprowadzano przy uzyciu polimerazy Q5 (Materiaty

6.5.1) oraz starteréw odpowiednich do danego konstruktu poprzez wymieszanie w probdowce

0,2 ml nastepujacych sktadnikow:

Tabela 6 Sktad reakcji PCR z uzyciem polimerazy Q5

Sktadnik Objetos¢ Odnosnik

cDNA 3ul [7.4.2]

startery ludzkiego koronawirusa 229E 1 ul for, 1 ul | [6.3.25i6.3.102]

,forward” i | ludzkiego koronawirusa NL63 rev, o|[6.3.29i6.3.106]

,reverse” ludzkiego koronawirusa OC43 | stezeniu 10 | [6.3.31i6.3.108]
ludzkiego koronawirusa MERS | uM [6.3.59i6.3.136]
ludzkiego koronawirusa SARS [6.3.64i6.3.141]
Urbani HKU-39849
ludzkiego koronawirusa SARS- [6.3.166i6.3.167]
CoV-2

Q5 Master 12,5 pl [6.5.1]

mix

woda Do 25 pl [6.5.5]

Prébki zostaty umieszczone w termocyklerze i poddane nastepujacym warunkom w celu

przeprowadzenia reakcji amplifikacji DNA:

Tabela 7 Warunki zachodzenia reakcji PCR wraz z zastosowanymi czasami i temperaturami

Liczba
Krok cyklu Temperatura Czas
cykli
Wstepna denaturacja 98°C 30 sekund 1
Denaturacja 98°C 5 sekund
Przytgczanie starteréw 63°C 20 sekund 35
Elongacja 72°C 20 sekund
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Koricowa elongacja 72°C 2 minuty 1

Schtodzenie i przechowywanie 4°C oo 1

7.4.4  Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Agaroze (1 g) (Materiaty 6.11.5) rozpuszczono w buforze TAE 1X (100 ml) (Materiaty 6.10.1)
poprzez podgrzanie do wrzenia w kuchence mikrofalowej. Po schtodzeniu roztworu do okoto
50°C dodano do niego 5 pl SimplySafe (Materiaty 6.11.3) w celu uwidocznienia rozdzielanego
w zelu DNA. Nastepnie zel wylano do foremki i wtozono grzebien w celu uformowania
studzienek. Do prébek rozdzielanych w zelu dodano 1/6 ich objetosci buforu obcigzajgcego
(Materiaty 6.10.2) i naktadano do studzienek zelu. Elektroforeze prowadzono w buforze 1x TAE

pod napieciem 70 V przez okoto 30 min. Zel analizowano przy dtugosci fali $wiatta 420 nm.

7.4.5 lzolacja DNA z zelu agarozowego
Za pomocg skalpela z zelu wycieto odpowiednie prazki i umieszczono w prébowkach 1,5 ml.
Izolacje przeprowadzono przy pomocy zestawu ,DNA Gel-Out concentrator” (Materiaty

6.12.3), zgodnie z instrukcjg producenta

7.4.6  Klonowanie fragmentéw DNA do wektordow bakteryjnych
Fragmenty DNA o zmierzonym stezeniu umieszczono w mieszaninie reakcyjnej, obliczajgc dla

kazdej ze wstawek odpowiednig objetos¢ na podstawie wzoru:

ilo$¢ wektora (ng) * dtugo$¢ wstawki (pz)

3 = ilos¢ wstawki
dtugos¢ wektora (pz) * tlos¢ wstawki (ng)

Do niskoadhezyjnej probéwki typu Eppendorf dodano:

e 10 pl buforu reakcyjnego 2x (Materiaty 6.5.2),

o x ul wstawki otrzymanej po ekstrakcji z zelu (Metody 7.4.5),
e 9-x ul H20,

e 1 ulpletl.2blunt (Materiaty 6.4.1),

e 1 ulligazy DNA T4 (Materiaty 6.5.3).

Mieszanine ligacyjng inkubowano 30 minut w temperaturze pokojowe;.

7.4.7 Transformacja komaorek bakteryjnych

Ptytki z ampicyling do wysiewu bakterii przygotowano rozpuszczajgc pozywke LA

(Materiaty 6.7.2) w mikrofaléwce, po ochtodzeniu sie pozywki do okoto 50°C dodano
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ampicyline do stezenia 100 ug/ml lub kanamycyne do stezenia 50 pug/ml (Materiaty 6.8.1 lub

6.8.2), a nastepnie pozywke rozlano do szalek Petriego i osuszono w temperaturze 37°C.

Do rozmrozonych komdrek kompetentnych E. coli Machl1 dodano cato$¢ inkubowanej
mieszaniny ligacyjnej (20 ul), rozpipetowano i inkubowano przez 30 minut w lodzie. Nastepnie
umieszczono je w termobloku (42°C) na minute, w celu poddania bakterii szokowi
termicznemu, po czym szybko przeniesiono je na 2 minuty do lodu. Do préobki dodano 900 pl
pozywki LB bez antybiotyku (Materiaty 6.7.1), wymieszano przez kilkukrotne odwracanie
probowki i umieszczono w wytrzgsarce w temperaturze 37°C na 1 godzine. Po inkubacji
komérki wysiano na ptytki z pozywka LA (Materiaty 6.7.2) zawierajgcg odpowiedni antybiotyk
(Materiaty 6.8.1 lub 6.8.2), uzywajac 50 i 100 pl zawiesiny komérkowej. Ptytki inkubowano w

37°C przez noc.

7.4.8 Hodowla bakteryjna

Pozywke ptynng LB (Materiaty 6.7.1) z ampicyling lub kanamycyng (Materiaty 6.8.1, 6.8.2)
rozporcjowano po 5 ml do 50 ml probéwek typu Falkon. Otrzymane na ptytkach kolonie
przepikowano pojedynczo przy uzyciu koicéwek do pipet do osobnych, ponumerowanych

probowek. Probéwki przeniesiono do wytrzgsarki powietrznej i hodowano w 37°C przez noc.

7.4.9 Oczyszczanie plazmidowego DNA

DNA plazmidowy oczyszczano przy uzyciu zestawu Plasmid Mini (Materiaty 6.12.2)

zgodnie z instrukcjg producenta.

7.4.10 Pomiar stezenia DNA

Stezenie DNA zmierzono metodg fluorescencyjng przy uzyciu zestawu QuantiFluor® dsDNA
System (Materiaty 6.12.1) zgodnie z instrukcja producenta oraz fluorymetru Quantus
(Promega).

7.4.11 Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

Po namnozeniu, izolacji i zmierzeniu stezenia plazmidy kontrolne zostaty poddane trawieniu

enzymami restrykcyjnymi w celu potwierdzenia poprawnosci klonowania wstawki.

Kazdy z plazmidoéw zostat rozciericzony w celu uzyskania 1 pg DNA w 16 ul wody (Materiaty
6.5.5), do probki dodano po 1 pl enzyméw Xhol i Xbal (Materiaty 6.5.8 1 6.5.9) oraz 2 ul buforu

(Materiaty 6.5.10), wymieszano i umieszczono w 37°C na 45 minut. Dla kazdej z probek
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wykonano takze kontrole negatywng bez enzymdw restrykcyjnych. Po inkubacji, probki

poddano elektroforezie w zelu agarozowym.

7.5 lzolacja wirusowego materiatu genetycznego
Izolacje materiatu genetycznego wirusdw przeprowadzono z uzyciem zestawu ,CoV RNA”
(Materiaty 6.12.4) zgodnie z dotaczong przez producenta instrukcjg. Eluaty zostaty

wykorzystane do nastepnych czynnosci laboratoryjnych lub umieszczone w zamrazarce -70°C.

7.6 Multipleks PCR

Pary starterow zawarte w Tabeli 18 (Wyniki 8.1.2) zostaty potaczone réwno objetosciowo w
jednej mieszaninie. Tak przygotowane startery uzywane byty w reakcjach multipleks PCR
przygotowywanych na ptytkach 96 dotkowych lub w prébdéwkach reakcyjnych 200 pl. Na kazda

przeprowadzong reakcje uzyto nastepujgce odczynniki:

Tabela 8 Sktad reakcji multipleks PCR z uzyciem polimerazy Q5

Sktadnik Objetos¢ Odnosnik

cDNA 3l [7.4.2]
Mieszanina starterow 2 ul o stezeniu 100 uM [8.1.2] Tabela 18
Q5 Master mix 6,25 pl [6.5.1]

woda 1,25 pl [6.5.5]

Prébki zostaty nastepnie umieszczone w termocyklerze i poddane nastepujgcej reakcji:

Tabela 9 Warunki reakcji multipleks PCR

Krok cyklu Temperatura Czas Liczba
cykli

WSstepna denaturacja 98°C 30 sekund 1

Denaturacja 98°C 15 sekund 35

Przytgczanie starteréw oraz elongacja 63°C 5 minut

Schtodzenie i przechowywanie 4°C oo 1
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7.7 Reakcja fancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcjg w czasie rzeczywistym
Wyizolowany materiat genetyczny wiruséw (Metody 7.5) zostat umieszczony na lodzie na czas
przygotowania reakcji RT-gPCR. Dla kazdego z wyizolowanych wiruséw uzyto specyficznych

starteréw i sond w nastepujacych stezeniach:

Tabela 10 Stezenia poszczegdlnych starterow oraz sond uzytych podczas reakcji Real-time PCR. Wartosci zaczerpniete z
publikacji opisujqgcych dane startery

Wirus Startery Stezenie Sonda Stezenie
starterow sondy
w reakcji w reakcji
Wirus grypy typu A [6.3.157] | 400 nM

[6.3.158] | 400 nM
[6.3.172] | 200 nM
[6.3.159] | 600 nM

[6.3.160] | 200 nM

Wirus grypy typu B [6.3.161] | 800 nM
[6.3.173] | 200 nM

Victoria [6.3.162] | 800 nM

Wirus grypy typu B [6.3.161] | 800 nM
[6.3.173] | 200 nM

Yamagata [6.3.162] | 800 nM

Wirus paragrypy 1 [6.3.163] | 600 nM
[6.3.164] | 600 nM [6.3.174] | 250 nM

[6.3.165] | 900 nM

Wirus paragrypy 3 [6.3.163] | 600 nM
[6.3.164] | 600 nM [6.3.174] | 250 nM
[6.3.165] | 900 nM

RSV A [6.3.166] | 400 nM
[6.3.175] | 100 nM
[6.3.167] | 400 nM

RSV B [6.3.166] | 400 nM
[6.3.176] | 100 nM
[6.3.167] | 400 nM

Enterowirus A71 [6.3.168] | 200 nM
[6.3.177] | 250 nM
[6.3.169] | 200 nM

Enterowirus D68 [6.3.168] | 200 nM
[6.3.177] | 250 nM

[6.3.169] | 200 nM

-91 -



Adenowirus 1 [6.3.170] | 500 nM
[6.3.178] | 100 nM

[6.3.171] | 500 nM

Adenowirus 2 [6.3.170] | 500 nM
[6.3.178] | 100 nM

[6.3.171] | 500 nM

Adenowirus 3 [6.3.170] | 500 nM
[6.3.178] | 100 nM

[6.3.171] | 500 nM

Adenowirus 5 [6.3.170] | 500 nM
[6.3.178] | 100 nM

[6.3.171] | 500 nM

Adenowirus 6 [6.3.170] | 500 nM
[6.3.178] | 100 nM

[6.3.171] | 500 nM

Przygotowano mieszaniny reakcyjne dla kazdego z patogendw, uzywajac dla kazdej z reakcji

nastepujgcych odczynnikéw:

Tabela 11 Sktad reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Sktadnik Objetos¢ Odnosnik
cDNA 5ul [7.4.2]
Mieszanina starteréw i sondy | 2,4 ul Tabela 10
Polimeraza DNA 5ul [6.5.7]
Woda 7,6 ul [6.5.5]

Tak przygotowane prébki umieszczono na nieprzezroczystej ptytce

reakcyjnej,

ktéra

uszczelniono folig. Ptytke ostroznie mieszano i wirowano, a nastepnie umieszczono w

termocyklerze LightCycler 480 Il. Profil temperaturowy reakcji przedstawiono w Tabeli 12.

Tabela 12 Warunki reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Etapy Temperatura Czas Liczba
cykli
Inkubacja UNG 37°C 2 minuty 1
Odwrotna transkrypcja 50°C 15 minut 1
Wstepna denaturacja 95°C 2 minuty 1
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Denaturacja 95°C 3 sekundy

Przytgczanie starteréw, amplifikacja i | 60°C 30 sekund 45

odczyt sygnatu

7.8 Reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR) z analizg krzywej
topnienia
Kontrole pozytywne (10000 kopii genu/reakcja) zmieszano wraz z pozostatymi sktadnikami

mieszaniny reakcyjnej w objetosciach zestawionych w Tabeli 13. Dopasowanie plazmidéw oraz

odpowiadajgcych im starteréw zestawiono w Tabeli 14.

Tabela 13 Sktad mieszaniny do reakcji gPCR

Sktadnik Objetos¢ Odnosnik
Plazmidowy DNA 3ul [6.4.1- 6.4.3.4]
Startery for i rev 2 ul 10 uM Tabela 14
Polimeraza SG qPCR Master | 7,5 ul [6.5.6]

Mix

Woda 2,5 ul [6.5.5]
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Tabela 14 Dopasowanie poszczegdlnych plazmiddw kontrolnych do starteréw w reakcjach gPCR

Plazmid Startery
[6.4.2.1] [6.3.1i6.3.78]
[6.4.2.2] [6.3.2i6.3.79]
[6.4.2.3] [6.3.36.3.80]
[6.4.2.4] [6.3.5i6.3.82]
[6.4.2.5] [6.3.716.3.84]
[6.4.2.6] [6.3.9i6.3.86]
[6.4.2.7] [6.3.11i6.3.88]
[6.4.2.8] [6.3.126.3.89]
[6.4.2.9] [6.3.14i6.3.91]
[6.4.2.10] [6.3.16 6.3.93]
[6.4.2.11] [6.3.18 1 6.3.95]
[6.4.2.12] [6.3.20i 6.3.97]
[6.4.2.13] [6.3.226.3.99]
[6.4.1.1] [6.3.251 6.3.102]
[6.4.3.5] [6.3.261 6.3.103]
[6.4.1.2] [6.3.29i 6.3.106]
[6.4.1.3] [6.3.31i6.3.108]
[6.4.2.14] [6.3.3216.3.109]
[6.4.2.15] [6.3.34i6.3.111]
[6.4.2.16] [6.3.36i6.3.113]
[6.4.2.17] [6.3.38i6.3.115]
[6.4.2.18] [6.3.40i6.3.117]
[6.4.2.19] [6.3.42i6.3.119]
[6.4.2.20] [6.3.4416.3.121]
[6.4.2.21] [6.3.46i 6.3.123]
[6.4.2.22] [6.3.486.3.125]
[6.4.2.23] [6.3.50i 6.3.127]
[6.4.2.24] [6.3.52i6.3.129]
[6.4.2.25] [6.3.54i6.3.131]
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Plazmid Startery
[6.4.2.26] [6.3.56i 6.3.133]
[6.4.1.4] [6.3.59i 6.3.136]
[6.4.2.27] [6.3.61i6.3.138]
[6.4.2.28] [6.3.626.3.139]
[6.4.2.29] [6.3.63 i 6.3.140]
[6.4.1.5] [6.3.64 i 6.3.141]
[6.4.2.30] [6.3.666.3.143]
[6.4.2.31] [6.3.68 i 6.3.145]
[6.4.2.32] [6.3.69i 6.3.146]
[6.4.2.33] [6.3.70i6.3.147]
[6.4.2.34] [6.3.736.3.150]
[6.4.3.1] [6.3.7416.3.151]
[6.4.3.2] [6.3.75i6.3.152]
[6.4.3.3] [6.3.76 1 6.3.153]
[6.4.3.4] [6.3.77 1 6.3.154]
[6.4.1.6] [6.3.155i 6.3.156)]

Dla kazdej z prébek wykonano takze kontrole negatywng, w ktérej plazmid zastgpiono woda.

Prébki przeniesiono na 96-dotkowg biatg ptytke do qPCR. Ptytke zafoliowano, wymieszano i

odwirowano, a nastepnie umieszczono w termocyklerze LightCycler 480 Il i poddano reakcji w

warunkach opisanych w Tabeli 15.

Tabela 15 Warunki reakcji gPCR z analizq krzywej topnienia

Krok cyklu Temperatura Czas Liczba
cykli

WSstepna denaturacja 95°C 10 minut 1

Denaturacja 94°C 15 sekund 40

Przytgczanie starteréw 60°C 30 sekund

Wydtuzanie i odczyt danych 72°C 30 sekund

Krzywa topnienia 97-40°C 1
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7.9 Zautomatyzowana elektroforeza DNA o wysokiej czutosci

Prébki po reakcji PCR zostaty poddane zautomatyzowanej elektroforezie o wysokiej czutosci.
W tym celu do probéwek PCR w paskach 8 dotkowych dodano po 3 ul buforu reakcyjnego. Do
pierwszej studzienki dodano 1 pl wzorca masowego (z zestawu Materiaty 6.12.5) a do kolejnych
po 1 pl prébek po reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Paski zamknieto, wymieszano i
odwirowano a nastepnie umieszczono w urzgdzeniu do elektroforezy (Materiaty 6.13.8) wraz
z odpowiednim zelem, w ktorym przeprowadzono elektroforeze z odczytem wielkosci

produktow.

7.10 Adherentna hodowla komaérek ssaczych

Komérki ssacze linii MDCK (Materiaty 6.6.2) hodowano w odpowiednio suplementowanej
pozywce DMEM (Materiaty 6.7.3) w naczyniach polistyrenowych do hodowli jednowarstwowej
(Materiaty 6.14.3). Po uzyskaniu okoto 90% konfluencji pozywke zebrano, a hodowle
dwukrotnie ptukano buforem PBS (Materiaty 6.10.6). Po ptukaniu do komérek dodano 1 ml
roztworu trypsyny (Materiaty 6.11.6), a butelke hodowlang umieszczono w cieplarce na 10-15
minut. Po inkubacji roztwoér trypsyny neutralizowano 2 ml pozywki z FBS. Oderwane od
powierzchni naczynia komarki zliczono na hemocytometrze. Do komérek dodano odpowiednig
ilos¢ pozywki wzrostowej i porcjowano do nowych naczyn, po czym hodowle inkubowano w

atmosferze z 5% CO, w temperaturze 37°C.

7.11 Miareczkowanie wirusa grypy typu A

W celu oznaczenia miana wirusa na pftytki 6-dotkowe wysiano komérki MDCK, po czym
inkubowano je do nastepnego dnia w celu uzyskania konfluencji na poziomie okoto 100%.
Wykonano seryjne rozcieficzenia wirusow w pozywce do infekcji (Materiaty 6.7.4), ktoére
nastepnie naniesiono w objetosci 600 pl na komodrki. Komérki z wirusem inkubowano 1
godzine w 37°C i stezeniu CO2 5%, po czym zebrano inokulum, a komérki pokryto roztworem
metylocelulozy (Materiaty 6.7.5). Po 48 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C i stezeniu
CO; 5%, tysinki wirusowe wybarwiono za pomocg testu IPMA i zliczono je w celu okreslenia

miana wirusa.
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7.12 Test immunodetekcji biatek in situ (IPMA)

Komorki zainfekowane wirusem grypy typu A przeptukano trzykrotnie buforem PBS (Materiaty
6.10.6), wysuszono i zamrozono w temperaturze -20°C. Nastepnie utrwalono komarki
roztworem zimnego paraformaldehydu o stezeniu 4% (Materiaty 6.10.7) przez inkubacje
trwajgcg 10 minut. Komorki przeptukano trzykrotnie buforem PBS z 0,5% Tween 20 (Materiaty
6.11.9). Do prébek dodano nastepnie roztwdr przeciwciat pierwszorzedowych (Materiaty
6.15.1) zawieszonych w buforze PBS z Tween 20 oraz 5% FBS (Materiaty 6.11.10), inkubacje
prowadzono przez 1 godzine na kotysce laboratoryjnej w temperaturze pokojowe;j.
Przeciwciata usunieto, a ptytki ptukano trzykrotnie buforem PBS z Tween 20. Nastepnie probki
inkubowano z przeciwciatami drugorzedowymi (Materiaty 6.15.2) sprzezonymi z HRP (z ang.
horseradish peroxidase) zawieszonymi w buforze PBS z Tween 20 oraz 5% FBS. Do
uwidocznienia tysinek wirusowych uzyto zestawu Vector NovaRed (Materiaty 6.12.7) zgodnie

z zaleceniami producenta.

7.13 Przygotowanie biblioteki do sekwencjonowania metodg nanoporowg

Prébki po reakcji PCR zostaty przeniesione w objetosci 7,5 pl do nowej ptytki 96-dotkowej. Do
kazdego z dotkdw dodano znacznik nukleotydowy (Materiaty 6.12.6.1) w objetosci 2,5 pl.
Ptytke szczelnie zamknieto folig, wmieszano i odwirowano, a nastepnie umieszczono w
termocyklerze na 30°C przez 2 minuty i 80°C przez 2 minuty, po czym ptytke schtodzono do
4°C. Wszystkie probki nastepnie potaczono i przeniesiono do wysokoretencyjnej probowki 1,5
ml. Do préobek dodano kulki magnetyczne (Materiaty 6.12.6.2) w stosunku objetosciowym 1:1
i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Prébke umieszczono nastepnie na
statywie magnetycznym (Materiaty 6.14.1) do czasu, az ptyn stanie sie przejrzysty. Gdy
wszystkie kulki zostaly przyciggniete do magnesu, usunieto supernatant oraz wykonano
dwukrotne ptukanie 80% roztworem etanolu (Materiaty 6.11.7) uwazajac, aby nie wzruszy¢
osadu. Etanol dokfadnie usunieto i odczekano 2 minuty, w celu osuszenia osadu z resztek
alkoholu. Osad zawieszono w 31 ul buforu elucyjnego (z zestawu Materiaty 6.12.6) i
inkubowano poza statywem magnetycznym w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Po
inkubacji préobke umieszczono na statywie magnetycznym, odczekano az eluat stanie sie
klarowny i przeniesiono go do nowej wysokoretencyjnej probéwki 1,5 ml. W prébce zmierzono

stezenie i znormalizowano je tak, zeby w 11 pl znajdowato sie 800 ng DNA.
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7.14 Proces sekwencjonowania metodg nanoporowg

Komore przeptywowg do sekwencjonowania nanoporowego (Materiaty 6.14.4) wyjeto z
lodowki i umieszczono w temperaturze pokojowej na 30 minut w celu ogrzania. Po
wyréwnaniu sie temperatur komore umieszczono w urzgdzeniu GridlION (Materiaty 6.13.9) lub
MinlON (Materiaty 6.13.10), po czym przeprowadzono zautomatyzowany test jakosci komory
mowigcy o liczbie aktywnych poréw. Przygotowano mieszanine do przeptukania komory
przeptywowe] z buforu stabilizujgcego poprzez zmieszanie Flush buffer 1100 ul (zawarte w
Materiaty 6.12.6) z Flush tether 30 pl (zawarte w Materiaty 6.12.6). Tak przygotowang
mieszanine naniesiono na komore w objetosci 800 pl. W tym samym czasie do wczesniej
przygotowanej biblioteki dodano 1 pl adapterdéw, rozpipetowano i inkubowano 5 minut w
temperaturze pokojowej. Po 5 minutach do biblioteki dodano 37,5 pl buforu do
sekwencjonowania (Materiaty 6.12.6.3) i 25,5 ul kulek do sekwencjonowania (Materiaty
6.12.6.6), catos¢ delikatnie wymieszano. Na komore przeptywowg natozono reszte mieszaniny

ptuczacej oraz przygotowang biblioteke.

W oprogramowaniu MinKnow wybrano parametry odpowiednie do zestawu, ktérym
przygotowywano biblioteke — SQK-RBK110.96. W kolejnych krokach w oprogramowaniu
ustalono ,basecalling” na najwyzszym poziomie dokfadnosci oraz sortowanie prébek na
poszczegdlne indeksy. Dtugos¢ odczytdw ustalono na sekwencje dtuzsze niz 100 nukleotyddw,
aby pozby¢ sie zaktécen wynikajgcych z obecnosci starteréw i indeksow. Sekwencjonowanie
prowadzono do czasu uzyskania srednio 20 tysiecy odczytdw spetniajgcych kryteria jakosci dla

kazdej z probek.

7.15 Analiza danych uzyskanych z sekwencjonowania przy zastosowaniu
zautomatyzowanego potoku bioinformatycznego

W celu usprawnienia procesu analizy sekwencjonowania i identyfikacji potencjalnych

patogendw wirusowych, utworzono dodatkowe oprogramowanie stuzgce automatyzacji

rzeczonego procesu. Program napisano w jezyku Python 3.8, wykorzystujac szereg pakietéow

zewnetrznych utatwiajgcych obstuge interfejsu, operacje na plikach bioinformatycznych, czy

obstuge danych tabelarycznych [132-135]. Interfejs linii polecen przygotowanego

oprogramowania jest nastepujacy:
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uzycie: python -m viralpipeline.run_pipeline [-h] --input_dir INPUT_DIR --output_dir
OUTPUT_DIR --ref _genomes REF_GENOMES [--threads THREADS] [--no_clean] [--unpack]

argumenty:
-h, --help Pokaz pomoc dla aplikacji
--input_dir INPUT_DIR Sciezka do folderéw barcode zawierajacych pliki do analizy
--output_dir OUTPUT _DIR  Sciezka do folderu, gdzie zostana zapisane wyniki

--ref_genomes REF_GENOMES Sciezka do pliku fasta z genomami referencyjnymi

--threads THREADS Liczba watkdéw procesora do uzycia (domyslinie: 10)
--no_clean Nie usuwaj plikéw pomocniczych po przetworzeniu
--unpack Rozpakuj pliki z odczytami przed przetworzeniem

Oprogramowanie przyjmuje jako jedno z wejs¢ sciezke do folderu komputerowego, w ktérym
zostaty zapisane foldery zawierajgce pliki w formacie fastq (opcjonalnie skompresowane
programem gzip) z wynikami sekwencjonowania DNA. Wymogiem jest, aby nazwy danych
folderéw zaczynaty sie od stowa ,barcode”, a reszta nazwy zawierata unikalny identyfikator
(niepowtarzajgce sie nazwy plikdw), ktory w przebiegu analizy jest wykorzystywany do

odréznienia poszczegdlnych zestawdw danych.

Drugim istotnym wejsciem jest plik FASTA z genomami referencyjnymi wiruséw, do ktérych
zestawy odczytow beda pordwnywane. Plik ten musi zawierac¢ dtuzsze sekwencje nukleotydow
z unikalnymi identyfikatorami w nagtéwku fasta (niezawierajgcymi znaku spacji), ktére postuza

za oznaczenie wykrytych genomow.

Kazdy folder barcode jest poddawany osobnej analizie, podczas ktérej najpierw nastepuje
zgromadzenie podanych w plikach odczytéw w kontigi. W tym celu wykorzystano skrypt
udostepniony w ramach zbioru oprogramowania Pomoxis (Materiaty 6.13.7) przygotowanego

przez Oxford Nanopore Technologies Ltd. [136]:
mini_assemble -i INPUT_FASTQ -o TEMP_OUTPUT_DIR -r REF_GENOMES -t THREADS -m 1

gdzie:
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INPUT_FASTQ — plik fastqg zawierajacy wszystkie sekwencje znalezione w plikach danego

barcode’u.

TEMP_OUTPUT_DIR — tymczasowy folder do zapisywania plikéw analizy.
REF_GENOMES — plik FASTA z genomami referencyjnymi wiruséw.
THREADS — liczba watkdéw procesora do uzycia

Powyzszy skrypt dokonuje szybkiego montazu odczytéw, dopasowujgc do referencyjnej bazy
danych poprzez oprogramowanie minimap2 (Materiaty 6.13.8) [137,138], a nastepnie koryguje
surowe kontigi, stosujgc program Racon (Materiaty 6.13.9) [139]. W efekcie, dla kazdego
indeksu zostaje utworzony plik ,bc-<ID barcode’u>-contigs.fasta” zawierajacy sekwencje

konsensusowe oraz opis ich konstrukcji dla zidentyfikowanych genomoéw z referencji.

Nastepnie, z wyzej wymienionych plikéw FASTA eksportowane sg nazwy wykrytych genomow
wraz ze statystykami utworzonych kontigéw i zapisywane w formacie tabelarycznym (Tabela.
16) w jednym pliku podsumowujgcym analize ,bc-all-contig-stats.tsv”. Plik zawiera informacje
dotyczace: Zrédtowego indeksu, z ktérego pochodzg krotkie odczyty (,Barcode”),
zidentyfikowanego genomu referencyjnego pasujgcego do kontigu (,Genome”), dtugosci
kontigu (,Length”), liczbie wpasowujgcych sie w kontig odczytéw (,Read count”) oraz
procentowe]j wartosci skorygowanych okien sekwencji (,,Polished windows”) czesci sekwencji
ktore zostaty poprawione przez algorytm na podstawie uzyskanych odczytéw w celu

stworzenia sekwencji konsesusowe;.

Tabela 16 Przyktadowy wynik automatycznej analizy sekwencjonowania

Barcode Genome Length Read count | Polished windows
1 wirus_1 437 541 1

1 wirus_2 509 123 1

2 wirus_1 437 975 1

2 wirus_5 551 3 0.5

3 wirus_7 328 786 1
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8 Wyniki

8.1 Opracowanie metody wykrywania panelu wirusowych patogenéw oddechowych
Przed podjeciem czynnosci laboratoryjnych ustalono podstawowe zatozenia dla
opracowywanej metody. Dotyczyly one, m.in., zasady przygotowania prébek, rodzaju

sekwencjonowania i sposobu uzyskania wyniku.

Opracowana przeze mnie metoda detekcji polega na wykrywaniu infekcji wirusowych w
wymazach z nosogardzieli pacjentéw, ze wzgledu na prostote wykonania tego rodzaju wymazu
oraz jego skutecznos$¢ — rutynowo stosowany w podobnych testach. Po pobraniu wymazéw na
podtoze lizujgco-stabilizujgce, dokonuje sie izolacji materiatu genetycznego wiruséw przy
pomocy zestawu do izolacji zarowna DNA jak i RNA. Nastepnie zostaje przeprowadzona reakcja
odwrotnej transkrypcji, by uzyska¢ cDNA w przypadku wiruséw RNA. Umozliwia to
jednoczesne wykrywanie wirusow DNA oraz RNA w jednej reakcji, oraz umozliwia
wykorzystanie szybszego i jednoczesnie prostszego protokotu przygotowania biblioteki.
Zdecydowatem, iz najbardziej korzystng metodg wykrywania bedzie sekwencjonowanie
amplikonéw z uzyciem szybkiego przygotowania biblioteki w systemie Oxford Nanopore
Technologies — sekwencjonowania nanoporowego. Przygotowanie amplikonéw zwieksza
czuto$¢é metody oraz umozliwia zmniejszenie czasu i kosztow sekwencjonowania.
Wykorzystanie technologii ONT umozliwia natomiast analize ilosci i jakosci odczytéw w czasie
rzeczywistym, co ogranicza czas potrzebny do uzyskania wyniku. Koicowym etapem metody
jest czes$ciowo zautomatyzowany system przedstawiajgcy wyniki sekwencjonowania w
czytelny sposdb — dane okreslajgce ilos¢ dopasowan uzyskanych w poszczegdlnej prébce dla
kazdego z wykrytych wirusow przedstawione w tabeli. Schematyczne przedstawienie dziatania

tworzonej metody przedstawitem na Rycinie 14.
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Rycina 14 Schemat przedstawiajqgcy kolejnos¢ dziatarn w nowo opracowywanej metodzie wykrywania wirusowych zakazen
gornych drég oddechowych

8.1.1 Uzyskanie sekwencji konsensusowych dla wybranych wirusow

Pierwszym etapem tworzenia nowej metody diagnostycznej byto zaprojektowanie starteréw
umozliwiajgcych powielenie fragmentéw genoméw wybranych wiruséow. W celu uzyskania
sekwencji konsensusowej rdéznych genomow sposrdd tego samego gatunku, pobratem
wszystkie dostepne petne sekwencje nukleotydowe genomowe ponizszych wiruséw z bazy
danych NCBI. Dodatkowo przeprowadzitem manualng kuracje genomdw, odrzucajgc genomy
nieprawidtowo przypisane, niekompletne i o niskiej jakosci. Liczby poprawnych oraz
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przeanalizowanych i dopasowanych sekwencji dla kazdego z wiruséw przedstawitem w Tabeli

17.

Tabela 17 Podsumowanie uzyskania sekwencji konsesnusowych dla poszczegdlnych wiruséw z uwzglednieniem liczby
analizowanych genomoéw

Liczba
Sekwencja
Wirus sekwenciji
konsensusowa
genomowych
Ludzki enterowirus A EV-A71 803 v
Ludzki enterowirus C CV-A21 8 v
Ludzki enterowirus C EV-A104 8 v
Ludzki enterowirus C EV-C109 3 v
Ludzki enterowirus C EV-C117 3 v
Ludzki enterowirus C EV-C118 3 v
Ludzki enterowirus D EV-68 529 v
Ludzki bokawirus 108 v
Ludzki bokawirus 1 3 v
Ludzki bokawirus 2 13 v
Ludzki bokawirus 3 11 v
Ludzki bokawirus 4Nl 2 v
Ludzki respirowirus 3 2 v
Ludzki koronawirus 229E 27 v
Ludzki koronawirus HKU1 18 v
Ludzki koronawirus NL63 55 v
Ludzki koronawirus OC43 138 v
Ludzki mastadenowirus A 6 v
Ludzki mastadenowirus B 300 v
Ludzki mastadenowirus C 71 v
Ludzki mastadenowirus D 135 v
Ludzki mastadenowirus E 49 v
Ludzki mastadenowirus F 32 v
Ludzki metapneumowirus 154 v
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Liczba
Sekwencja
Wirus sekwencji
konsensusowa
genomowych

Wirus paragrypy 4a 11 v
Wirus paragrypy 4b 9 v
Syncytialny wirus oddechowy A 319 v
Syncytialny wirus oddechowy B 157 v
Wirus paragrypy 1 70 v
Ludzki rubulawirus 2 58 v
Wirus MERS 258 v
Wirus $winki 505 v
Ludzki rinowirus A 68 v
Ludzki rinowirus B 18 v
Ludzki rinowirus C 45 4 sekwencje
Wirus grypy A 45437 Dla 1 genu
Wirus grypy B 100 Dla 1 genu
Ludzki koronawirus SARS Urbani | 135 v
HKU-39849
Wirus ospy wietrznej i potpasca 266 v
Wirus odry 478 v
Wirus ospy matpiej 230 v
Wirus rézyczki 96 v

Przyrédwnanie sekwencji rinowirusow C nie przyniosto oczekiwanych rezultatéw,
prawdopodobnie z powodu znacznego zréznicowania genetycznego patogendw tej grupy. W
zwigzku z tym, przy pomocy programu Geneious Tree Builder utworzytem kladogram (Rycina
15), wskazujgcy zréznicowanie sekwencji na 4 grupy, dla ktérych uzyskatem sekwencje

konsensusowe.

W celu uzyskania sekwencji konsensusowych dla grypy A oraz dla grypy B przyréwnywane byty

wybrane segmenty ich genomdéw wykazujgce najmniejsze zréznicowanie w oparciu o wiedze
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literaturowa, co umozliwito zwiekszenie liczby analizowanych sekwencji i utatwito uzyskanie

sekwencji konsensusowych [140,141].
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Rycina 15 Kladogram umoZliwiajgcy podziat ludzkich rinowirusow C na grupy (klady) w celu identyfikacji sekwencji

konsensusowych
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8.1.2 Opracowanie panelu starterow

Na podstawie opracowanych sekwencji konsensusowych, przy uzyciu oprogramowania
Primer3 opracowatem panel starteréw (Tabela 18) komplementarnych do regionéw o
najwyzszym stopniu identycznosci. W celu otrzymania jak najlepszych wynikéw projektowatem
startery o jak najnizszym stopniu degeneracji. Dla wiekszosci wirusow zaprojektowatem po 2
pary starteréw, z ktérych do stworzenia panelu wybratem startery o najbardziej zblizonych
temperaturach przytgczania i o jak najnizszym stopniu degeneracji. Stopien degeneracji
starterow zostat zatozony podczas procesu projektowania starteréw a nastepnie potwierdzony
przy uzyciu dostepnych narzedzi bioinformatycznych [142]. Nukleotydy zdegenerowane, ktére

wystepujg w uzytych starterach, posiadajg nastepujgce symbole:

D-AGlubT
R-AlubG
Y-ClubT
W-AlubT

Tabela 18 Opracowane sekwencje nukleotydowe starterow dla poszczegdlnych wiruséw wraz ze stopniem ich degeneracji.
FOR-starter przytgczajqcy sie do korica 5°, REV- starter przytqczajqcy sie korica 3’

Stopien Stopien
nr Nazwa Sekwencja FOR | degener | Sekwencja REV | degener
acji acji
1 Ludzki enterowirus A EV- | ACCTTTGTGCGC 1 ACCCAAAGTA 1
A71 CTGTTT GTCGGTTCCG
5 Ludzki enterowirus C CV- | CGTGGCGGCTA 1 GGATTAGCCG 1
A21 GTACTCTG CATTCAGGG
3 Ludzki enterowirus C EV- | ACACTTGCCACT 1 GCACTGGACT 1
A104 CCTGGTTC GTAGCCCAAT
5 Ludzki enterowirus CEV- | TGGGTGTCCGT 1 CCAATCACTGC 1
C109 GTTTCCTTT GTTAGCTGC
7 Ludzki enterowirus C EV- | TCGTTGCTGCCA 1 GCCCATTAAAC 1
C117 TACCTGAG TCGCAGCAC
9 Ludzki enterowirus C EV- | GGGGCAAAATC 1 GCTGACACTTG 1
C118 GTTATCCGC AGCTCCCAT
11 Ludzki enterowirus D EV- | TTCGGTACCTTT 1 CAAAGTAGTC 1
68 GTACGCCT GGTTCCGCCA
. . GACTGCAGACA GGACAAAGGA
12 Ludzki bokawirus ACGCCTAGT 1 CCCCAAGAGG 1
. L GAGATGCAGGT GGCTGATCCA
14 Ludzki respirowirus 3 CTCGCTTCA 1 CCTGTTGGTT 1
. . CGCTGCAAATCT AAGATGTTCCC
16 Ludzki bokawirus 1 CTTCTGGE 1 ACGGACCAC 1
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Stopien Stopien
nr Nazwa Sekwencja FOR | degener | Sekwencja REV | degener
acji acji
. . CTCAGACCAAG ATAACCAGGA
18 Ludzki bokawirus 2 CGACGAAGA 1 AGCACCCACC 1
. . TTCTGGCTACGC AAGATGTTCCC
20 Ludzki bokawirus 3 GTCCTTTT 1 ACGGACCAC 1
. . ACAGATGGGCA GCCAGCAAGA
22 Ludzki bokawirus 4Nl AGCAGAACA 1 GTACAGTCGT 1
. . CCGGTGAAACA TAGCACCTGCA
25 | Ludzki koronawirus 229E TTTTGGCGT 1 CGCATACAA 1
. . GGCATATGCTCC ACACGGCCTA
26 | Ludzki koronawirus HKU1 ATGGTGGT 1 CATTAGCAGT 1
. . TCAATGGCTGTG ACAACTACTAG
29 | Ludzki koronawirus NL63 GGCGTAAT 1 CGCGAAGGG 1
. . CAGCCAGGGAC GCCGAAACAA
31 | Ludzki koronawirus OC43 GTGTTGTAT 1 ACCCATGGTC 1
. . GTTTAACGAGG CCGAAGCACA
32 | Ludzki mastadenowirus A TGCAGCTGC 1 GGGAGAAGAC 1
. . CCCGTGAGCTTG GGACTTCTACG
34 | Ludzki mastadenowirus B AACCTGAA 1 AGGCCATGG 1
. . TGCACGTCTCCT TCCGTCTTCTG
36 | Ludzki mastadenowirus C GAGTTGTC 1 GAGGAGGAG 1
. . CTGCATCTCCCA CCGAAACGAG
38 | Ludzki mastadenowirus D GGCTTTCA 1 GAAGTCTGCT 1
. . CGGGAGAGGCA TTGGCCATAAA
40 | Ludzki mastadenowirus E TGATGAGAC 1 GACCGTCCC 1
. . GGGATGACATG AATCACAAGC
42 | Ludzki mastadenowirus F TTCCAGGGG 1 CCGACAACCT 1
. . TGCGGCARTTTT CTTCCTGTGCT
44 | Ludzki metapneumowirus CAGACAATGC 2 RACTTTGCA 2
. ACGATAGGCCT TGTCTGGTCCC
46 Wirus paragrypy 4a GAACGGTTG ! ATAAGCAGC 1
. GTTACGCCATG TTTCAAGCTCC
48 Wirus paragrypy 4b GGAGTTGGA ! GGCATCAGT !
50 Syncytialny wirus ACATCTCACCAT 1 GCTGATTCCAA 1
oddechowy A GCAAGCCA GCTGGGGAT
52 Syncytialny wirus AGGCAATGCAG 1 GGGTTTTCTTG 1
oddechowy B CAGGTCTAG GGTAGTTGGC
. CACCGCTGATA GTTTTCGTGGT
>4 Wirus paragrypy 1 GGGACAACA ! GCCTCTCCT 1
. . GCAGCAGAGGC GCACACCTGG
56 Ludzki rubulawirus 2 AAAATCCAA 1 GATTACACCA 1
Wirus Bliskowschodniego
59 zespotu niewydolnosci CTGGACTCATTC 1 AGCAGAGCCC 1
P y CTGCGGTT ATCAGCAAAT

oddechowej
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Stopien Stopien
nr Nazwa Sekwencja FOR | degener | Sekwencja REV | degener
acji acji
. L GGCAAGCCATG AAATTCTGTTA
61 Wirus swinki GATCAATTT ! CCGGCGTTG !
. . CAAGCACTTCTG DGAAACACGG
62 Ludzki rinowirus A TYWCCCCGG 4 ACAYCCAAAGT 6
. . YCCYACCAYCCG RGGGTTDRGG
63 Ludzki rinowirus B ACCCACD 24 TTAGCCGCAT 12
64 Ludzki koronawirus SARS | TGCACTCCGTGA 1 CAACAGGGTA 1
Urbani HKU-39849 ACTCACTC CACAGAGCGT
66 Ludzki rinowirus C wersja | RARYACTTCTGT 3 RGAAACACGG )
1 TTCCCCGG ACACCCAAAG
63 Ludzki rinowirus C wersja WCGGTTCCTTT 3 AGCCRCATTCA )
2 GYAYGCCTGT GGGGCCGG
69 Ludzki rinowirus C wersja | YCAAGYACTYCT 16 MARGAAACAC 4
3 GTYTCCCCGG GGACACCCAA
KCCAGCRCAAA DACTTCTATRG
70 Wirus grypy A ATGCYATAAGCA 8 TGTTGGCYAAT 12
C GC
. TATCCGTGCCAA RATCAAACAG
3 Wirus grypy B CCTGCAAT ! AAGACGGAGG 2
. L. . CGCYGAGCAGG CCCASCCRCCT
74 Wirus rozyczki AYTTCCGCG 4 TGGAGCCAG 4
ACATCTCKTCTA TGGGATTTAG
75 Wirus ospy matpiej GTTTCACTAGTA 2 AAAYAGTGCTC 2
CCT T
. CATCAAGCACC GTGTGTGTCTC
76 Wirus odry GCCTAAAAA ! CTCCTATGG 1
77 Wirus ospy wietrznej i GCCTGTTGAATC 1 CCGGGAGAAT 1
potpasca TTGTCCAC GTATGTTGGA
. GTGCTATGTTGC ACTCCTGCTTG
) POTEE gen ludzki CCTGGACT ! CTGATCCAC !

W tabeli 18 przedstawitem wszystkie zaprojektowane startery uzyte do opracowania nowej
metody. Fragment genu POTEE (ang. POTE ankyrin domain family member E) zostat dodany ze
wzgledu na jego obecnos$¢ w réznorodnych tkankach ludzkich oraz unikalnos¢ dla cztowieka.
Dodatkowo w projektowanej metodzie uzytem starteréw 86L oraz 86R dla SARS-CoV-2 z Artic

Network [143].
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8.1.3 Konstrukcja kontroli pozytywnych

Na podstawie sekwencji konsensusowych zamdéwitem kontrole pozytywne w formie gendéw
syntetycznych klonowanych w plazmidach pUC-GW i pMX. Dla czesci wirusow, ktérych materiat
genetyczny byt dostepny w Zaktadzie Szczepionek Rekombinowanych (ludzki koronawirus
229E, ludzki koronawirus NL63, ludzki koronawirus OC43, wirus Bliskowschodniego zespotu
niewydolnosci oddechowej, ludzki koronawirus SARS Urbani HKU-39849, oraz drugi
koronawirus ciezkiego ostrego zespotu oddechowego- SARS-CoV-2), wykonatem amplifikacje i

klonowanie genéw w plazmidzie pJet1.2.

Fragmenty odpowiednie do umieszczenia w plazmidzie uzyskatem metoda odwrotnej
transkrypcji wirusowych RNA i amplifikacji cDNA w reakcji PCR, w przypadku wszystkich prébek

otrzymujgc amplikon o pozgdanej wielkosci okoto 500 pz (Rycina 16).

pz M 25 25K- 29 29K- 31 31K- 59 59K- 64 64K- 86 86K-

Rycina 16 Rozdziat elektroforetyczny w Zelu agarozowym produktow PCR na podstawie probek 25, 29, 31, 59, 64 oraz 86
(numeracja z Tabeli 16). W studzience opisanej jako M znajduje sie marker molekularny - GeneRuler. Probki oznaczone
numerem oraz literq K- zawierajq odpowiednie kontrole negatywne reakcji PCR niezawierajgce matrycy

Produkty wyizolowano z zelu i poddano ligacji z pustymi liniowanymi plazmidami.
Przeprowadzono hodowle bakterii na ptytkach, a nastepnie namnozenie bakterii w hodowlach
ptynnych. Rekombinowane plazmidy wyizolowano i poddano trawieniu enzymatycznemu w

celu potwierdzenia obecnosci wstawki. We wszystkich analizowanych plazmidach stwierdzitem

obecnos¢ wstawki (Rycina 17).
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pz M 25 25nt 29 29nt 31 31Int 59 59nt 64 64nt 86 86nt

3000

1000
500

Rycina 17 Rozdziat elektroforetyczny produktéw ligacji po trawieniu enzymatycznym (dla probek 25, 29, 31, 59, 64 oraz 86).
W studzience opisanej jako M znajduje sie marker molekularny - GeneRuler. Probki oznaczone numerem oraz literami nt
zawierajqg odpowiednie kontrole-probki nietrawione

8.1.4 Optymalizacja warunkdéw reakcji PCR

Wykonatem eksperymenty z wykorzystaniem rdéznych temperatur przytgczania starterdéw,
polimeraz oraz czaséw wydtuzania taiicucha nukleotydowego. Nastepnie podzielitem startery
na grupy o najbardziej zblizonych warto$ciach temperatur przytgczania, obliczonych przy
uzyciu programu IDT Oligo Analyzer [144]. Powtdrzytem eksperymenty z wykorzystaniem
réznych temperatur oraz czaséw wydtuzania tancucha dla tak przygotowanych mieszanin
starterow. W pdzniejszych eksperymentach zdecydowatem o stworzeniu jednej mieszaniny
reakcyjnej dla wszystkich opracowanych starteréw, dla ktérej réwniez przeprowadzitem
optymalizacje temperatury i czasu wydtuzania tancucha. Otrzymane dane eksperymentalne
wskazaty, jest mozliwe otrzymanie produktéw reakcji przy zastosowaniu jednej usrednionej
temperatury przytgczania oraz jednego czasu wydtuzania dla wszystkich starteréw, zgodnie z

wartosciami przedstawionymi w podrozdziale Metody 7.6.

8.1.5 Analiza jednorodnosci produktéw PCR

Wazinym elementem nowej metody jest jednorodno$¢ powstajgcych produkty PCR. Ich
okreslona dtugos¢ i sekwencja umozliwia szybkie dopasowanie wyniku do bazy danych. W celu
potwierdzenia poprawnosci i jednorodnosci  otrzymywanych  produktéw  PCR,

przeprowadzitem doswiadczenie qPCR z analizg krzywej topnienia (Metody 7.8).

W Tabeli 19 zestawiono uzyskane temperatury topnienia produktéw reakcji gPCR.
Temperatura dla jednego produktu mowi o powstawaniu czystego, jednorodnego produktu.
Powstanie wiekszej liczby produktow jest widoczne w prébkach, w ktérych wystepuja
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dodatkowe temperatury topnienia; uzyskanie temperatur topnienia - w kontroli negatywnej
oraz obecnos¢ drugiego produktu reakcji oznacza wystgpienie niespecyficznych reakcji, np.

dimeryzacji starteréw.

Tabelal9 Temperatury topnienia produktow reakcji gPCR 34 869 brak brak
’
dla poszczegdlnych kontroli pozytywnych

36 77,31 82,4 76,97

38 87,42 brak brak

40 82,3 brak 75,74

& & 3
3 > 3
g 5 >
2 ° S
Q_ S
© = 5 T 42 | 8492 |7607 |77,46
c k3 c <
= S L2 g 44 |82,66 |brak | 74,6
g . g £ 46 816 |b
o | = = , rak 71,04
e O|le 9| §
= Ele =2 & 48 | 81,45 |brak | 75055
2 |8 3|8 3|8 8 50 | 80,61 |77.01 |77.03
2 |5 2|5 g8 §
s |® 5|2 5 |@& 8 52 | 7942 |7616 |brak
1 | 8446 |brak | 75,75
54 82 brak 79,3; 75,9
2 | 8752 |8322 |77,99; 8165 e o oo o
3 | 84,81 |brak | 77,01
59 | 81,26 |brak |80,30;77,1
> |8L21 Jbrak | brak 61 | 83,93 |brak |746
7 | 8433 |7673 | 77,12
62 | 8525 |brak | 74,37
9 |873 |8008 |brak

63 86,4 83,75 80,53

11 4,71 78,82 79,4
84, 88 9,49 64 83,72 brak brak

12 |81 K K
81,56 | bra bra 66 | 8598 |brak | brak

14 81,8 78,52 76,95

68 86,12 83,19 80,35

16 81,65 brak brak
69 84,96 72,9 73,8

1 72 k brak
8 80, bra e 70 81,68 brak brak

20 82,17 brak brak

73 81,18 brak 81,18

22 79,58 brak brak o 9237 7759 77 89

25 77,4 80,16 78,96
75 78,58 74,84 71,84

26 78,08 brak 80

76 81,21 brak brak

29 78,83 brak brak

77 83,65 79,75 82,12

31 82,22 brak brak
86 80,2 brak 78,42

32 86,73 84,1 77,14
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W celu potwierdzenia wynikdw uzyskanych na podstawie analizy krzywych topnienia
obliczonych z uzyciem oprogramowania termocyklera Light Cycler 480 oraz zobrazowania
niespecyficznych  produktéw, dla wszystkich prébek przeprowadzono rozdziat
elektroforetyczny w zelu agarozowym (Ryciny 18-25). Zaktadanym wynikiem byt produkt
dtugosci okoto 500 pz odpowiadajgcy catemu zaprojektowanemu amplikonowi. W
wiekszosci prébek najbardziej widocznym prazkiem byt produkt wymaganej dtugosci okoto
500 pz jak jest to widoczne np. w prébkach 12,14,16,18,20 na Rycinie 19. Oprécz gtéwnego
produktu byly widoczne réwniez krétsze fragmenty o dtugosci okoto 100 pz, np. w
probkach 7,11, 31, 59, 66 (Ryciny 18, 19, 20, 23) oraz w kontrolach negatywnych 7K-, 29K-
, 44K- 54K- (Ryciny 18, 20, 21, 22). W kilku prébkach nie zaobserwowatem produktu o
oczekiwanej wielkosci — 36, 50, 54, 69 (Ryciny 21, 22, 24). Wyniki te byty powtarzalne w
kolejnych prébach amplifikacji.

1000
500

Rycina 18 Rozdziat elektroforetyczny produktow PCR z prébek 1,2,3,5,7 oraz 9. W studzience opisanej jako M znajduje
sie marker molekularny - GeneRuler. Probki oznaczone numerem oraz literq K- zawierajg odpowiednie kontrole
negatywne- reakcje zawierajqce startery, lecz niezawierajgce matrycy

pz M 11 11K- 12 12K- 14 14K- 16 16K- 18 18K- 20 20K-

3000

1000
500

Rycina 19 Rozdziat elektroforetyczny produktow PCR z probek 11, 12, 14, 16, 18 oraz 20. W studzience opisanej jako M
znajduje sie marker molekularny - GeneRuler. Prébki oznaczone numerem oraz literq K- zawierajg odpowiednie kontrole
negatywne- reakcje zawierajqce startery, lecz niezawierajgce matrycy
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pz M 22 22K- 25 25K- 26 26K- 29 29K- 31 31K- 32 32K-

Rycina 20 Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR z probek 22, 25, 26, 29, 31 oraz 32. W studzience opisanej jako M
znajduje sie marker molekularny - GeneRuler. Prébki oznaczone numerem oraz literq K- zawierajg odpowiednie kontrole
negatywne- reakcje zawierajqce startery, lecz niezawierajgce matrycy

pz M 34 34K- 36 36K- 38 38K- 40 40K- 42 42K- 44 A44K-

Rycina 21 Rozdziat elektroforetyczny produktow PCR z probek 34, 36, 38, 40, 42 oraz 44. W studzience opisanej jako M
znajduje sie marker molekularny - GeneRuler. Prébki oznaczone numerem oraz literq K- zawierajq odpowiednie
kontrole negatywne- reakcje zawierajqgce startery, lecz niezawierajgce matrycy

pz M 46 46K- 48 48K- 50 50K- 52 52K- 54 54K- 56 56K-

Rycina 22 Rozdziat elektroforetyczny produktow PCR z probek 46, 48, 50, 52, 54 oraz 56. W studzience opisanej jako M
znajduje sie marker molekularny - GeneRuler. Probki oznaczone numerem oraz literq K- zawierajq odpowiednie kontrole
negatywne- reakcje zawierajqce startery, lecz niezawierajgce matrycy
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pz ™M 59 59K- 61 61K- 62 62K- 63 63K- 64 64K- 66 66K-

3000

1000
500

Rycina 23 Rozdziat elektroforetyczny produktow PCR z probek 59, 61, 62, 63, 64 oraz 66. W studzience opisanej jako M
znajduje sie marker molekularny - GeneRuler. Préobki oznaczone numerem oraz literq K- zawierajg odpowiednie kontrole
negatywne- reakcje zawierajqce startery, lecz niezawierajgce matrycy

pz M 68 68K- 69 69K- 70 70K- 73 73K- 74 74K- 75 75K-

3000

1000
500

Rycina 24 Rozdziat elektroforetyczny produktow PCR z probek 68, 69, 70, 73, 74 oraz 75. W studzience opisanej jako M
znajduje sie marker molekularny - GeneRuler. Probki oznaczone numerem oraz literq K- zawierajg odpowiednie kontrole
negatywne- reakcje zawierajqce startery, lecz niezawierajgce matrycy

pz M 76 76K- 77 77K- 86 86K-

3000

1000
500

Rycina 25 Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR z prébek 76, 77 oraz 86. W studzience opisanej jako M znajduje
sie marker molekularny - GeneRuler. Probki oznaczone numerem oraz literq K- zawierajq odpowiednie kontrole
negatywne- reakcje zawierajqce startery, lecz niezawierajgce matrycy

Dla probek o niejednoznacznym wyniku uzyskanym podczas eksperymentu krzywej
topnienia (mata réznica temperatur topnienia produktéw i kontroli bez matrycy) i probek,

dla ktérych nie byt wyraznie zauwazalny prazek w zelu agarozowym wykonatem
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zautomatyzowang elektroforeze (Rycina 26, 27) o wysokiej czutosci umozliwiajacg

zobrazowanie mniejszych stezen produktu (nawet 0,1 ng/ul).

Probki 36, 50, 54 oraz 69, dla ktdérych nie obserwowano produktu w klasycznej
elektroforezie, zawieraty mate ilosci produktu uwidocznione z uzyciem doktadniejszej
metody (Rycina 26, 27). W czesci préobek byty mozliwe do zaobserwowania dodatkowe

produkty reakcji qPCR.

pz M 25 25K- 26 26K- 36 36K- 50 50K- 58 59K- 63 63K-

I~
(=]
o

F

200

50 4

[ 7

25 e O I I e - -. MR

Rycina 26 Wizualizacja wynikéw wysokoczutej zautomatyzowanej elektroforezy probek 25, 26, 36, 50, 59 oraz 63. Jako
markera- M uzyto dotgczonego do zestawu D1000 Ladder. Prébki oznaczone numerem oraz literq K- zawierajg
odpowiednie kontrole negatywne- reakcje zawierajqce startery, lecz niezawierajgce matrycy. System automatycznie
oznacza kropkami widoczne prqzki DNA
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pz M 69 69K- 74 74K- 77 pz M 77K- 54  54K-
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{
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Rycina 27 Wizualizacja wynikéw wysokoczutej zautomatyzowanej elektroforezy probek 69, 74, 77, oraz 54. Jako
markera- M uzyto dotgczonego do zestawu D1000 Ladder. Probki oznaczone numerem oraz literq K- zawierajg
odpowiednie kontrole negatywne- reakcje zawierajqce startery, lecz niezawierajgce matrycy. System automatycznie
oznacza kropkami widoczne prgzki DNA

8.2 Walidacja metody diagnostyczne;j

8.2.1 Okredlenie limitu detekcji (Limit of detection, LOD)

Na podstawie przeprowadzonych testéw dziatania metody przeprowadzonych na
kontrolach pozytywnych, okreslitem limity detekcji dla kazdego z wykrywanych patogenow
(liczba kopii materiatu genetycznego wirusa w reakcji). Liczbe kopii genu obliczytem w

oparciu o wzor:

Stezenie DNA (r:l—‘lq)xSta}a Avogadra

Liczba kopii DNAna pl =

dtugo$é DNA (pz)x przelicznik na ng x usredniona masa pary zasad (Da)

Gdzie:
*  Stata Avogadra = 6,022x10%

e Usredniona masa pary zasad =650
e Przelicznik z ug na ng = 1x10°
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Na tej podstawie, poprzez seryjne rozcienczenia dla kazdej z kontroli pozytywnych
otrzymatem prébki zawierajgce 1000, 100, 10 oraz 1 kopie genu w 3 ul roztworu (badanej
prébce). Na przygotowanych prébkach przeprowadzitem amplifikacje fragmentu PCR oraz
sekwencjonowanie, ktére wykonatem w 10 powtdrzeniach, aby uzyska¢ odpowiednig ilos¢

danych.

LOD to najmniejsza liczba kopii sekwencji nukleotydowej ktére mogg byé wykrywane w
reakcji. Okresla sie go, gdy cel molekularny jest wykrywany w 95% reakcji. W przypadku

10 powtdrzen wszystkie z nich musiaty da¢ wynik pozytywny w danym rozcieficzeniu.

Limity wykrycia liczby kopii wahaty sie dla poszczegdlnych wiruséw pomiedzy 1 a 100

kopiami na reakcje, co przedstawiono na Rycinie 28 oraz w Tabeli 20.
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wirus odry - | 100
Wirus Bliskowschodniego zespotu niewydolno$ci oddechowej _ 100
Ludzki mastadenowirus D _ 100
ope—— R
Ludzkibekawirus N1 [ I o
Ludzki respirowirus 3 _ 100
Ludzki bokawirus | : 0
Ludzkienterowirus C EV-C117 _ 100
Ludzkienterowirus CEV-C109 _ 100
Drugi keronawirus cigzkiego ostrego zespotu oddechowego, SARS-CoV-2 - 10
Wirus ospy wietrznej - 10
Wirusy z rodzaju orthopox - 10
Wirus rézyczki - 10
Wirus grypy B - 10
Wirus grypy A - 10
Ludzki rinowirus C wersja 3 - 10
Ludzki rinowirus C wersja 2 - 10
Ludzki rhinowirus B - 10
Ludzkirubalawirus 2 - 10
Ludzka paragrypa 1 - 10
Syncytialny wirus oddechowy A - 10
Ludzka paragrypa 4a - 10
Ludzki metapneumowirus - 10
Ludzkimastadenowirus F - 10
Ludzki mastadenowirus E - 10
Ludzki mastadenowirus B - 10
Ludzki mastadenowirus A - 10
Ludzki koronawirus OC43 - 10
Ludzki koronawirus NL63 - 10
Ludzki koronawirus 229E - 10
Ludzkibokawirus 3 - 10
Ludzkibokawirus 2 [l 10
Ludzkibokawirus 1 - 10
Ludzki enterowirus D EV-68 - 10
Ludzki enterowirus C EV-A104 - 10
Ludzki enterowirus C CV-A21 - 10
Ludzki rinowirus C wersja 1 I 1
Ludzki koronawirus SARS Urbani HKU- 39849 I 1
Ludzki rinowirus A I 1
Wirus $winki I 3
Syncytialny wirus oddechowy B I 1
Ludzka paragrypa 4b I 1
Ludzki mastadenowirus C I 1
Ludzkienterowirus CEV-C118 I 1
Ludzki enterowirus AEV-A71 I 1
0 20 40 60 80 100 120

Rycina 28 Limity wykrycia poszczegdlnych wirusow w opracowanej metodzie. Liczby okreslajq liczbe kopii obecnych w
catej reakcji

=
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Tabela 20 Tabela zawierajgca wszystkie cele molekularne opracowanej metody wraz z limitem kopii wykrywanego genu

Limit detekcji | Limit detekcji kopii
Cel molekularny
kopii w probce na pl reakgcji

Ludzki enterowirus A EV-A71 1 0,08
Ludzki enterowirus C EV-C118 1 0,08
Ludzki mastadenowirus C 1 0,08
Ludzka paragrypa 4b 1 0,08
Syncytialny wirus oddechowy B 1 0,08
Wirus swinki 1 0,08
Ludzki rinowirus A 1 0,08
Ludzki koronawirus SARS Urbani HKU-

39849 ' 0,08
Ludzki rinowirus C wersja 1 1 0,08
Ludzki enterowirus C CV-A21 10 0,8
Ludzki enterowirus C EV-A104 10 0,8
Ludzki enterowirus D EV-68 10 0,8
Ludzki bokawirus 1 10 0,8
Ludzki bokawirus 2 10 0,8
Ludzki bokawirus 3 10 0,8
Ludzki koronawirus 229E 10 0,8
Ludzki koronawirus NL63 10 0,8
Ludzki koronawirus OC43 10 0,8
Ludzki mastadenowirus A 10 0,8
Ludzki mastadenowirus B 10 0,8
Ludzki mastadenowirus E 10 0,8
Ludzki mastadenowirus F 10 0,8
Ludzki metapneumowirus 10 0,8
Ludzka paragrypa 4a 10 0,8
Syncytialny wirus oddechowy A 10 0,8
Ludzka paragrypa 1 10 0,8
Ludzki rubalawirus 2 10 0,8
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Limit detekcji Limit detekcji kopii
Cel molekularny
kopii w probce na pl reakc;ji

Ludzki rinowirus B 10 0,8
Ludzki rinowirus C wersja 2 10 0,8
Ludzki rinowirus C wersja 3 10 0,8
Wirus grypy A 10 0,8
Wirus grypy B 10 0,8
Wirus rozyczki 10 0,8
Wirusy z rodzaju Orthopox 10 0,8
Wirus ospy wietrznej | potpasca 10 0,8
Drugi koronawirus ciezkiego ostrego

zespotu oddechowego, SARS-CoV-2 10 0,8
Ludzki enterowirus C EV-C109 100 8
Ludzki enterowirus C EV-C117 100 8
Ludzki bokawirus 100 8
Ludzki respirowirus 3 100 8
Ludzki bokawirus 4NI 100 8
Ludzki koronawirus HKU1 100 8
Ludzki mastadenowirus D 100 8
Wirus Bliskowschodniego zespotu

niewydolnosci oddechowej 100 8
Wirus odry 100 8

8.2.2  Wykrycie wiruséw za pomocg RT-gPCR

Dla wszystkich dostepnych wiruséw pozyskanych z hodowli komdérkowych wyizolowatem
materiat genetyczny i przeprowadzitem reakcje RT-PCR w czasie rzeczywistym. Kazdg z reakcji
zawierajgcych wykrywane wirusy wykonatem w trzykrotnym powtdrzeniu. Wykonatem takze
kontrole negatywng, gdzie w procesie izolacji zamiast pozywki znad hodowli uzytem czystej
pozywki nie uzywanej do hodowli wiruséw oraz kontrole w ktdrej nie znajdowata sie matryca
dla starteréw (z ang.NTC). Eksperyment ten przeprowadzitem w celu potwierdzenia posiadania

odpowiednich kontroli wirusowych przy uzyciu tak zwanego ,ztotego standardu”
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diagnostycznego i poréwnaniu uzyskanych z niego wynikéw z opracowywang metodg. Wyniki

przedstawitem w Tabeli 21.

Tabela 21 Podsumowanie wykrycia wiruséw izolowanych z hodowli komdrkowych metodq RT-gPCR

Wirus Ct srednie Potwierdzone wykrycie
Grypa A 27,5 v
Grypa B Victoria 12 v
Grypa B Yamagata 11,5 v
Paragrypa 3 16 v

Paragrypa 1 - -

RSV A - -

RSV B - -

Ludzki adenowirus 1 19 v
Ludzki adenowirus 2 19,5 v
Ludzki adenowirus 3 24,5 v
Ludzki adenowirus 5 23 v
Ludzki adenowirus 7 19,4 v
Ludzki enterowirus A71 18,3 v
Ludzki enterowirus D68 20,1 v

Trzy z czternastu testowanych wirusdw nie zostaty wykryte podczas przeprowadzonych testow
gPCR — wirus paragrypy 1, syncytialny wirus oddechowy typu A oraz typu B. Pozostate
jedenascie wiruséw zostato wykryte we wszystkich powtdrzeniach (3) wykonanych dla kazdego
z nich. Cykl progowy (z ang. Ct -treshold cycle) przypadat pomiedzy 11 a 31 cyklem, wskazujac
jednoznacznie na pozytywnos¢ prébek. W trzech przypadkach —hodowlach grypy B Yamagata,
ludzkiego adenowirusa 2 oraz ludzkiego adenowirusa 3 negatywna kontrola izolacji wykazata
wzrost fluorescencji po 40 cyklu, co nie dyskwalifikuje pozytywnego wyniku powyzszych

testow.
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8.2.3 Wykrycie wirusa grypy metodg klasyczng — barwienie immunochemiczne w hodowli
komorkowe;j

Ze wzgledu na mozliwos¢ namnazania wirusa grypy A w hodowli komérkowej w moim

laboratorium, zdecydowatem sie po namnozeniu wirusa przeprowadzi¢ jego detekcje

immunochemiczng metodg IPMA (z ang. immunoperoxidase monolayer assay) podczas

miareczkowania wirusa uzyskanego w hodowli.

W rozcienczeniu dziesietnym -6 zliczytem 40 tysinek —(z ang. PFU-plaque-forming unit) a miano

wirusa obliczytem ze wzoru:

liczba tysinek 1
PFU/ml = — —X = — .
rozcienczenie objeto$¢ dodanego rozcieticzenia(ml)
PFU/ml = 40 !
/M= 1006

PFU/ml = 6,6x107

Metoda ta potwierdzita wystepowanie infekcyjnego wirusa grypy typu A w analizowanej

prébce co dodatkowo obrazujg wybarwione tysinki wirusowe (Rycina 29).

Rycina 29 Skan ptytki szesciodotkowej po wykonaniu testu IPMA. czerwono-roZowe pola oznaczajq tysinki wirusowe
wytworzone przez wirusa grypy A wyznakowane przy uzyciu specyficznych przeciwciat
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8.2.4 Potok informatyczny umozliwiajgcy analize danych ,viralpipeline”

We wspdtpracy z informatykiem dr inz. Aleksandrem Patkowskim z Miedzynarodowego
Centrum Badan nad Szczepionkami Przeciwnowotworowymi w Gdansku przygotowatem potok
informatyczny umozliwiajacy doktadniejszg, szybszga i bardziej jednoznaczng analize wynikéw
otrzymanych z sekwencjonowania nanoporowego. Przedstawia on wyniki w formie
dopasowania sekwencji dla pojedynczej prébki oraz w formie tabeli zbiorczej dla wszystkich
probek badanych podczas jednego procesu sekwencjonowania. Kod niniejszego programu

napisany w jezyku Python znajduje sie ponize;j.

e i

import gzip

import os

import shutil

from pathlib import Path

from tgdm import tgdm

from .externals import mini_assemble
from .tools import contigs_coverage_2, merge_fastq_files, merge_table_files

def analyse_barcode(
barcode_fastgq,
barcode_id,
ref_genomes,
output_dir,
temp_dir=None,
threads=None,
clean=True,

):

e i

def write_no_contigs_report(output_dir, barcode_id):
with open(output_dir.joinpath("contigs-not-created.txt"), "a") as handle:
handle.write(f"barcode{barcode_id}\n"

output_dir = Path(output_dir)
output_dir.mkdir(parents=True, exist_ok=True)
if temp_dir is None:

temp_dir = Path(barcode_fastq).parent.joinpath("temp")
temp_dir = Path(temp_dir)
temp_dir.mkdir(parents=True, exist_ok=True)

# Filtering
# filtered _fastq = temp_dir.joinpath(filtered_fastq)
# filter_sequences_by_length(input_fastq, filtered fastg, min_read_len, max_read _len)
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# Assembly
assembly_dir = temp_dir.joinpath("assembly")
contigs_file = mini_assemble(
barcode_fastq,
assembly_dir,
ref_genomes,
threads=threads,
clean=clean,
racon_rounds=1,
)
try:
contigs_filesize = Path(contigs_file).stat().st_size
except FileNotFoundError:
write_no_contigs_report(output_dir, barcode_id)
else:
if contigs_filesize > O:
shutil.copy(
contigs_file, output_dir.joinpath(f"bc-{barcode_id}-contigs.fasta")
)

# Polishing

# medaka_dir = temp_dirjoinpath(medaka_dir)

# contigs_polished_file = medaka(

# filtered fastq, contigs file, medaka_dir, medaka_model, threads=threads
#)

# Contigs coverage

contig_stats_file = f"bc-{barcode_id}-contig-stats.tsv"
contig_stats_file = output_dirjoinpath(contig_stats_file)
# contigs_coverage(

# contigs_file,

# barcode fastg,

# contig_stats_file,

# temp_dir,

# barcode_id=barcode _id,

#)

contigs_coverage_2(contigs_file, contig_stats_file, barcode_id=barcode_id)

# Classification
# kraken_output_file = output_dirjoinpath(kraken_output file)
# kraken_report_file = output_dir.joinpath(kraken_report file)
# kraken2(
# contigs_polished file,
# krakendb_path,
# kraken_output file,
# report_file=kraken _report_file,
# threads=threads,
#)
else:
write_no_contigs_report(output_dir, barcode_id)
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if clean:
shutil.rmtree(temp_dir)

def viralpipeline(
input_dir,
output _dir,
ref_genomes,
krakendb_path=None,
min_read_len=300,
max_read_len=550,
medaka_model="r941_min_high_g360",
threads=None,
clean=True,
unpack=False,
"""Run the entire pipeline."""
# filtered_fastq = "filtered-reads.fastq"
# medaka_dir = "medaka”
# kraken _output_file = "kraken-contigs-output.tsv"
# kraken_report_file = "kraken-contigs-report.tsv"
contig_stats_file = "bc-all-contig-stats.tsv"

output_dir = Path(output_dir)
temp_dir = output_dirjoinpath("temp")
temp_dir.mkdir(parents=True, exist_ok=True)

barcode_dirs = [

d

for din Path(input_dir).iterdir()

if d.is_dir() and d.name.startswith("barcode")
]

barcode_dirs.sort()

for bc_dir in tgqdm(barcode_dirs, desc="Analysing barcode directories"):
bc_id = bc_dirname.replace("barcode", "")
bc_out_dir = output_dir
bc_temp_dir = temp_dirjoinpath(bc_id)
bc_temp_dir.mkdir(parents=True, exist_ok=True)
bc files =[
f
for fin bc_dir.iterdir()
if fis_file() and (f.suffix == ".fastq" or f.suffix == ".gz")
]
if len(bc_files) == 0:
print(f"No reads in: {bc_dir}")
continue
if unpack:
bc files gz =]
ffor fin bc_diriterdir() if f.is_file() and f.suffix == ".gz"
]
for befin bc_files _gz:
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with gzip.open(bcf, "rb") as infile:
with open(bcf.parent.joinpath(bcf.stem), "wb") as outfile:
shutil.copyfileobj(infile, outfile)

bc files = [
ffor fin bc_diriterdir() if f.is_file() and f.suffix == ".fastq"
]
if len(bc_files) == 1:
barcode_fastq = bc_files[0]
else:

barcode_fastg = bc_temp_dirjoinpath(f"bc-{bc_id}-reads.fastq")

merge_fastq_files(bc_files, barcode fastq)
analyse_barcode(

barcode_fastg,

bc _id,

ref_genomes,

bc_out_dir,

temp_dir=bc_temp_dir,

threads=threads,

clean=clean,
)
if clean and unpack:

for bcf in bc_files:

os.remove(bcf)

stats_files =
f
for fin output_dir.iterdir()
if fis_file
and f.name.endswith("-contig-stats.tsv")
and f.name != contig_stats_file

]
stats_files.sort()

contig_stats_file = output_dirjoinpath(contig_stats_file)
merge_table_files(stats_files, contig_stats_file, clean=clean)

if clean:
shutil.rmtree(temp_dir)

8.2.5 Analiza detekcji infekcji wirusowych w hodowlach komdérkowych in vitro z
wykorzystaniem nowej metody

Dla kazdego z posiadanych wirusdw (wykorzystanych takze w Wyniki 8.7) uzyskanych z hodowli

komérkowych przeprowadzitem izolacje kwaséw nukleinowych, odwrotng transkrypcije,

powielenie  materiatu  genetycznego z  uzyciem zaprojektowanych  starterdw,

sekwencjonowanie w czasie rzeczywistym oraz analize bioinformatyczng w celu detekgcji ich

obecnosci w prébce.
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Otrzymane wyniki wykrytych w prébkach celéw molekularnych pokryty sie catkowicie z

testowanymi prébkami, co zostato przedstawione w Tabeli 22.

Tabela 12 Wyniki detekcji materiatu genetycznego analizowanych wiruséw w supernatancie z hodowli komdrkowych nowg
metodq. Procenty przedstawiajqg ilos¢ odczytow przypasowanych do celu molekularnego (referencji) sposrod wszystkich
odczytdow uzyskanych w sekwencjonowania dla danej probki

Prébka/referencja

v edAip

g edAup

V ASYH

9 ASYH

T AIdH

¢ Ad

€ Nid

TLV-NA3

89a-A3

J N\PVH

9 APVH

Grypa A

2%

Grypa B Victoria

79%

GrypaB Yamagata

80%

RSV A

27%

RSV B

5%

HPIV1

40%

HPIV 2

50%

HPIV 3

35%

EV-A71

41%

EV-D68

43%

HAdV 1 (C)

2%

2%

57%

HAdV 2 (C)

8%

53%

HAdV 3 (B)

74%

HAdV 5 (C)

57%

HAdV 6 ( C)

54%

k-

W przedstawionej powyzej Tabeli wszystkie z testowanych prébek zostaty oznaczone jako

pozytywne i jednoznacznie przypasowane do odpowiedniego wirusa przez ,viralpipeline”.

Kontrola negatywna nie posiadata zadnych odczytow, ktére mogty zostaé przypasowane do

bazy danych. We wszystkich prébkach wirusowych potwierdzitem obecnos$¢ ludzkiego genu
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kontrolnego POTEE, co $wiadczy o prawidtowo przeprowadzonym procesie izolacji, amplifikacji

oraz przygotowania biblioteki.

Stosujgc nowa metode, wykrytem i sklasyfikowatem wirusy, ktore nie byty poprzednio wykryte
z uzyciem metody qPCR, to jest wirusa paragrypy 1, syncytialnego wirusa oddechowego typu
A oraz typu B, pomimo uzycia do obydwu technik tej samej ilosSci izolatu wirusowego. W
probce, w ktérej znajdowat sie wirus grypy A, jedynie 2% odczytéw zostato przypasowanych
do wirusa, wiekszos$¢ odczytow nalezata do kontrolnego genu POTEE stuzgcego jako kontrola
pozytywna izolacji prébki, procesu amplifikacji DNA oraz przygotowania biblioteki. Dla
ludzkiego adenowirusa 1 mozemy zauwazyé, ze wykryte zostaty rowniez odczyty dla
enterowirusa A71 -2% oraz enterowirusa D68-2%. Dzieki technologii sekwencjonowania i
zastosowanemu potokowi informatycznemu otrzymatem réwniez sekwencje obydwu tych
wirusow, ktére mogtem poréwnaé do innych prébek laboratoryjnych zawierajgcych te wirusy
(Rycina 30). Porownatem sekwencje enterowiruséw wykrytych w hodowlach adenowirusow
do odczytéow uzyskanych z prébek hodowli enterowiruséw w celu ustalenia pochodzenia

niepoprawnych odczytow.

o n 40 50 &0 0 80 % 100 1o
Consensus i GG G T T T ATER G TOCCNEATTT GHAANTTA G AN GEAANING GAAMICEN G AMEARTA GHA G GHEATEERCERIATOA 6 VTR TTETT G ATOA
Identity [ W 2= 2§ § 2B mil § I BEEE = 20 |
De 1. odezyt enterowirusa z BC11 iCGCC T CCTCCCHAATTTGHAAMTT AATEEG EECHGATCAGTAGHEAGGEE THGCGEACCAGESMGTCTTGATCA
Cé 2. Enterowirus A EV-A71 ICGCC CCTCCCHMGATTTGEAABTT CAM--BIGCAABECEGCATCARTAGHAGGHG TGECAMACCAGIEGENTCTTGATCA

Rycina 30 Poréwnanie sekwencji nukleotydowych probek enterowirusa A71 (dolna sekwencja) z hodowli oraz odczytu
uzyskanego z probki majgcej zawierac¢ wytgcznie ludzkiego adenowirusa 1 (gorna sekwencja). Pokazane zostato miejsce
sekwencji zawierajgce najwiecej réznic
Dodatkowo, po zaobserwowaniu réznic w sekwencji nukleotydowej poddatem sekwencje
analizie przy uzyciu narzedzia BLAST [145], ktore umozliwito doktadng identyfikacje sktadu

prébek (Rycina 31).
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824 bits(446)
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Shict
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Query
Shict
Query
Shict
Query
Sbict
Query
Shict
Query
Shict
Query
Sbict

7
64
67
124
127
184
187
244
247
3e4
3e7
364
367
424
427
434
487
544

CGGGACCTTTGTGCGCCTGTTTTATACCCCCTCCCTGATTTGCAACTTAGAAGCAACGCA

DL LD FCE LI L ELL L LT
CGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATACCCCCTCCCTGATTTGCAACTTAGAAGCAACGCA

CAGATCAATAGTAGGTGTGACATACCAGTCGCATCTTGATCAAGCACTTCTGTAT

AAC [dd
PECLLLLLEL L L L L LT
AACCAGATCAATAGTAGGTGTGACATACCAGTCGCATCTTGATCAAGCACTTCTGTATCC

CGGACCGAGTATCAATAGACTGTGCACACGGT TGAAGG, ACGTCCGTTACCCGGL

¢ AGAAA
CECCLLELEEE LT EE LR E LT
CCGGACCGAGTATCAATAGACTGTGCACACGET TGAAGGAGAAAACETCCETTACCCEET

TAACTACTTCGAGAAACCTAGTAACGCCATTEAAGTTGCAGAGTGTTTCGCTCAGCACTC
III\\\\III\I\\I\\IIII\\I\\III\I\\I\III\I\\I\\III\\\\\\III\ |
CTACT AC

TCGAGAAACCTAGTAACGCCATTGAAGTTGCAGAGTGTTTCGCTCAGCACTC

GATCAGGTCGATGAGTCACCGCATTCCCCACGGGCGACCGTGGCGGTG!

TA GC
} PELLCLLLLL LT LT LT

T
CCCGTGTAGATCAGGTCGATGAGTCACCGCATTCCCCACGGGCGACCGTGEOGGTERE

| |
CCCCCETG

GCGTTGGCGGCCTGCCTATGGGGTAACCCATAGGACGCTCTAATACGGACATGGCGTGA

T
PELLLLCEELECL R L]
TECETTGGCEGCCTGCCTATEGEGTAACCCATAGGACGCTC TAATACGGACATGGCGTGA

AGAGTCTATTGAGC TAGTTAGTAGTCCTCCGECCCCTGAATGCGGTTAATCCTAACTECG
FECCLEELELE LR L LR

AGAGTCTATTGAGCTAGTTAGTAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGTTAATCCTAACTGLG

GAGCACATACCCTTAATCCAAAGGGE
éll\\\\lll\l\\l\\ll 111

LT
AGCACATACCCTTAATCCAARGGGCAGTE

AGTETETCGTAACGGGCAACTCTELAGCGGAACC
LLCELELELTLELEL LT

TGTCGTAACGGGLAACTCTGCAGCGGAACT

ACTACTTTGGGTGTCCGTGT 587

G
CELLLLLEEELLLELETLn
GACTACTTTGGGTGTCCGTGT 564

123
126
183
186
243
246
303
306
363
366
423
426
483
486
543

GTTCCACGGGACCTTTGTGCGCCTGTTTTATGTCCCCTCCCCAATTTGTAATTTAGAAGC

CELLLELCEL LR L E P e il
GTTCCACGGGACCTTTGTGCGCCTGTTTTATGTCCCCTCCCCAATTTGTAACTTAGAAGE

Query 1 60

Sbjct 34 93

61  AATTTGCAACACTGATCAGTAGCAGGCATAGCGCACCAGCTATGTCTTGATCAAGCACTT

PECCEEEC LR R L CEEEE L EE e
AATTTGCAACAC TGATCAGTAGCAGECATAGCGCACCAGCTATGTCTTGATCAAGCACTT

Query 128

Sbjct 94 153

121 CTGTATCCCCGGACCGAGTATCAATAGACTGTGCACACGGTTGAAGGAGAAAACGTCCGT 188

C
DL LTEC LT R FEELL LR LT LL L T
CTGTTTCCCCGEACCGAGTATCAATAGACTGTACACACGETTGAAGGAGARAGCGTCCGT

Query

Sbjct 154 213

181 CCCGGCTAACTACTTCGAGAAACCTAGTAACGCCATTGAAGTTGCAGAGTGTTTCGCT 248

TA
PELPEEEEP LR e TUEE 0 TEELEEEE EEEEEEE T
TATCCGECTAACTACT TCGAGAAACCCAGTAGCACCATTEAMCTGCAGAGTGTTTCECT

Query

Sbjct 214 273

241 CAGCACTCCCCCCGTGTAGATCAGGTCGATGAGTCACCECATTCCCCACGGGCGACCETG
UL LT LR DL TELE LR T

CCACACTTCCCCCGTGTAGATCAGGTCGATGAGTCACTGLAATCCCCACGGGLGACCETG

Query 308

Sbjct 274 333

381 GCGGTGGCTGCGTTGGELGECCTGCCTATGGGGTAACCCATAGGACGCTCTAATACGGACA

LEEEEEEEE DELERE TR FEREEL LR P L el 1Ll
GCAGTGECTGCGCTGECGGCCTGCCTATGEEGCAACCCATAGGACGCTCTAATGTGGACA

Query 368

Sbjct 334 393

361 TGGCGTGAAGAGTCTATTGAGCTAGTTAGTAGTCCTCCEGCCCCTGAATGCGECTAATCC
DL LELELL LR LT L LT LT LT

TGETGTGAAGAGTCTATTGAGCTAGTTAGTAGTCCTCCGECCCCTGAATGCGGCTAATCC

Query 420

Sbjct 394 453

421 TAACTGCGGAGCACATGCCTTCAATCCAGAGGGTAGTGTGTCGTAATGEGCAACTCTECA
N N AR A

TAACTGCGGAGCACATGCCTTCAATCCAGAGGGTAGTGTGTCGTAATGGGCAACTCTGCA

Query 488

Sbjct 454 513

481 GCGGAACCGACTACTTTEGGTGTCCGTGT 509
él\\l\\\IHI\\I\\IIIIIII\\I\

CGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGT 542

Query

Sbjct 514

Rycina 31 Przedstawienie najlepszych dopasowari uzyskanych z analizy sekwencji nukleotydowych w aplikacji BLAST na
podstawie danych NCBI. Po lewej stronie dopasowanie dla sekwencji probki enterowirusa A71, po prawej odczytu
uzyskanego z probki majgcej zawierac wytqcznie ludzkiego adenowirusa 1

Te same czynnosci powtérzytem dla wykrytego w tej prébce enterowirusa D68 (Ryciny 32-33).

Consensus.
Identity

[+ 1. odczyt enterowirusa Dz BC11 T T T T
[+ 2. Enterowirus D EV-D68

CCCTEICCCA

T I TTAGAAGCTEITTAA
TTTTA-TCCCT-CCCAA-GTAA-TTAGAAGCT-TTAAA-CAA-GCTCAATAGGTGG-GCGCAAACCAGCGCTCT-ATGAGCAAGCACT-CTG'

10

-_G-G_G_G GG GE]GIG—GIG-GIG-G—GI

CAAGGCTCAATAGGTGGIGGCGCAAACCAGCGCTCTIMATGAGCAAGCACTICTG

Rycina 32 Poréwnanie sekwencji nukleotydowych probek enterowirusa D68 (dolna sekwencja) z hodowli oraz odczytu
uzyskanego z probki majqcej zawierac¢ wytgcznie ludzkiego adenowirusa 1 (gérna sekwencja). Pokazane zostato miejsce
sekwencji zawierajgce najwiecej réznic
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Score Expect Identities Gaps Strand Score Expect Identities Gaps Strand
928 bits(502) 0.0 506/508(99%) 0/508(0%) Plus/Plus 883 bits(478) 0.0 458/508(98%) 0/508(0%) Plus/Plus
Query 1  ACTCTGGTACTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTAATTCCCTCCCCAACGTAACTTAGA 68  Query 1 ACTCTGGTACTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTTCCCAATGTAATTTAGA 6@
soger 52 ACRTUHrCHE I HUHU MG 12 sosee 55 ACRTUAHIRAL AL LR EHE UM HE 10
Query 61  AGCTTTTAAACCAAAGCTCAATAGETGGAGCGCAAACCAGCGCTCTTATGAGCAAGCACT 128  Query 61  AGCTCTTAAATCAAGGCTCAATAGGTGGGGCGCAAACCAGCGCTCTCATGAGCAAGCACT 120
sbict 113 ABTITTAMACAMETUMTAGHAUMMUGT T AT 172 sogee 113 ACHHMMUMUMIMEHBMENEHU LAY 1
Query 121 TCTGTCTCCCCGGTGTGGTTGTATAGACTGTCCCCACGGTTGAAAACAACTTATCCGTTA 188  Query 121 CCTGTCTCCCCGGTGTGGTTGTATAGACTGTCCCCACGGTTGAAAACAACTTATCCGTTA 180
sorer 173 TR ARG L LB O, 22 sosee a7 SRR LA LN L s
Query 181 ?%%??TTT??T?TT{??T???T?%{T?{?TT??TT{%??TTT?TT?TT?T?TT???TT%T 240 Query 181 ACCGCTATAGTACTTCGAGAAACCTAGTATTGCCTTCGGAGTGTTGATGCGTTGCGCTCA 248
Sbjct 233 ACCGCTATAGTACTTCGAGAAACCTAGTATTGCCTTCGGAGTGTTGATGCGTTGCGCTCA 292 Shijct 233 Téééélk#ké#;éllééAéAAAéélké#L#CAEE##TéélT#él#éACéégllgéééléA 292
Query 241 GCACACTAACCCGTGTGTAGCTTGEGTCGATGAGTCTGGACGTACCCCACTGGCGACAGT 308 Query 241 GCACACTAACCCGTGTGTAGCTTGGGTCGATGAGTCTGGACGTACCCCACTGGCGACAGT 300
sbyce 208 SAMUMELHAAHUHEMUHG A EUGIUGS 552 sojee 205 SAMMULHGUARHELUB L BN 55
Query 381 GGTCCAGGCTGCGTTGGCGGCCTACTCATGGTGAAMACCATGAGACGCTAGACATGAACA 368  Query 381 GGTCCAGGCTGCGTTGGCGGCCTACTCATGGTGAAAACCATGAGACGCTAGACATGAACA 360
FELEEETECEE T Er e e rer e ey r CCLLERLELEE LR e e E e Le e e e e et
Sbjct 353 GGTCCAGGCTGCGTTGGCGGCCTACTCATGGTGAAMACCATGAGACGCTAGACATGAACA 412  Shjct 353 GGTCCAGGCTGCGTTGGCGGCCTACTCATGGTGAAAACCATGAGACGCTAGACATGAACA 412
Query 361 ???{?T????T?{?{TT{???TT?TTT{T?T?T?f{%T??T?%TT?T?T???T?T?TT%E 420 Query 351 AGGTGTGAAGAGTCTATTGAGCTACTATAGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCC 420
Sbjct 413 GTGTGAAGAGTCTATTGAGCTACTATAGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGOGGCTAATCC 472 Sbjct 413 ‘ lG“‘ré‘lrét‘ullét‘lé“rél;‘ﬂ“rlrét‘lGI(“‘rxll(l“rf‘x“rlé;‘ﬂé‘lréprgiéﬁlc‘ég(l“réiu“m‘éééé“rlf‘rlrI ‘ 472
Query 421 l?TT?TT????%???T?TTT?TT?TT???T???{T??TT?T??{?T%???%?T?{?T?{? 480 Query 421 TAACCATGGAGCAAGTGCTCACAGGCCAGTGAGTTACTTGTCGTAATGCGCAAGTCCGTG 488
Sbjct 473 TAACCATGGAGCAAGTGCTCACAAACCAGTGAGTTACTTGTCGTAACGCGCAAGTCCGTG 532 Sphicr 473 “FLILC‘LH&LAé»‘uﬁuéé‘lréf!\{‘f‘!éeléél‘x&G‘f‘!éHﬁ‘xH}Gl“Féé“L%éG‘éu\é%éé}s‘ 532
Query 481 ?%??TT???T?{??{TT???}?T%T?T? 508 Query 481 GCGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCETG 508
sejer 533 ACOLAALEEACTACTITEGETETELSTS seo soger 533 MU oo

Rycina 33 Przedstawienie najlepszych dopasowan uzyskanych z analizy sekwencji nukleotydowych w aplikacji BLAST na
podstawie danych NCBI. Po lewej stronie dopasowanie dla sekwencji probki enterowirusa D68, po prawej odczytu
uzyskanego z prébki majqcej zawierac jedynie ludzkiego adenowirusa 1
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W prébce ludzkiego adenowirusa 2 wykrytem natomiast 8% odczytéw nalezacych do
enterowirusa D68. Réwniez dla tej prébki wykonatem przedstawione wyzej analizy (Ryciny 35-

36).

@ @ = = 1w 0 12 u
Consensus GIETTTATNTOCCTHECCOCAATIG TAANTTAGAAGETHETTAAATICAACIGETEAATAG GTGGEGEGEAAACCAGEGETETHUATGAGEAAGOACTICT GTETL
Ienity W ® ® § = § § § 2§ § W]
0+ 1. odezyt enterowirusaDzBC12 GT T T TAMM@TCCCTMCCCAAMG TAAMT TAGAAGC TET TAAAMICAAGGC TCAATAGGTGGGGCGCAAACCAGCGCTC TATGAGCAAGCACTECTGTCTC
C+ 2, Enterowirus D EV-DE8 QT .‘\-TCCCT-CCCAA-GTAA.TTAGAAGCT-'V_FAAA-CAA-GCTCAATAGGTGG-GCGCAAACCAGCGCTCT-ATGAGCAAGCACT-CTGTCTIE

Rycina 34 Poréwnanie sekwencji nukleotydowych probek enterowirusa D68 (dolna sekwencja) z hodowli oraz odczytu
uzyskanego z probki majgcej zawierac¢ wytgcznie ludzkiego adenowirusa 2 (gorna sekwencja). Pokazane zostato miejsce
sekwencji zawierajgce najwiecej réznic

Consensus O U O O S N O 1 Y O 11 O O O 1 O T ¢
Identity

Ce 1. odczyt enterowirusa Dz BC12
Ce 2. odezyt enterowirusa D z BC11

Rycina 35 Poréwnanie sekwencji nukleotydowych enterowiruséw D z probki majgcej zawierac ludzkiego adenowirusa 1
(dolna sekwencja) oraz odczytu uzyskanego z probki majqcej zawierac¢ wytgcznie ludzkiego adenowirusa 2 (gérna sekwencja)
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Query 1 ACTCTGGTACTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTAATTCCCTCCCCAACGTAACTTAGA 6@ Query 1 ACTCTGGTACTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTTCCCAATGTAATTTAGA €0

Sbjct 53 ACTCTGGTATCTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTAATTCCCTCCCCAACGTAACTTAGA 112 Sbjct 53 ACTCTGGTACTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTTCCCAATGTAATTTAGA 112

it ittt ettt
Sbjct 113 AGCTTTTAAACCAAAGCTCAATAGGTGGAGCGCAAACCAGCGCTCTTATGAGCAAGCACT 172 Sbict 113 AGCTCTTAAATCAAGGCTCAATAGGTGGGGCGCAAACCAGCGCTCTCATGAGCAAGCACT 172
Query 121 TCTGTCTCCCCGGTGTGGTTGTATAGACTGTCCCCACGGTTGAAAACAACTTATCCGTTA 180 Query 121 TGTCTCCCCGGTGTGGTTGTATAGACTGTCCCCACGGTTGAAAACAACTTATCCGTTA 180

cc C T
PELL T LLL DL LD UL L LR T LT PELLLLLLLLLLL L LU LR LD LV L LT

Sbjct 173 TCTGTCTCCCCGGTGTGGTTGTATAGACTGTCCCCACGGTTGAAAACAACTTATCCGTTA 232 Sbict 173 CCTGTCTCCCCGGTGTGGTTGTATAAACTGTTCCCACGGTTGAAAACAACCTATCCGTTA 232

Query 181 ACCGCTATAGTACTTCGAGAAACCTAGTATTGCCTTCGGAGTGTTGATGCGTTGCGCTCA 248 Query 181 ACCGCTATAGTACTTCGAGAAACCTAGTATTGCCTTCGGAGTGTTGATGCGTTGCGCTCA 246
PELLLEECLLEEE L CEE e L L T L e LUCELELEEEEEE e et L e TeErer CinEiinnrir

Sbjct 233 ACCGCTATAGTACTTCGAGAAACCTAGTATTGCCTTCGGAGTGTTGATGCGTTGCGCTCA 292 Sbjct 233 TCCGCTATAGTACTTCGAGAAACCTAGTATCACCTTTGGATTGTTGACGCGTTGCGCTCA 232

Query 241 GCACACTAACCCGTGTGTAGCTTGGGTCGATGAGTCTGGACGTACCCCACTGGCGACAGT 300 Query 241 CACTAACCCGTGTGTAGCTTGGGTCGATGAGTCTGGACGTACCCCACTGGCGAC 3ee

GCA AGT
TELLLTLEELLLLL L LV LL L LT L LT L LT HIH\HIHIHIHIHIIHHIIHH\IHIHH IHIIHHHHIHH

Sbjct 293 GCACACTAACCCGTGTGTAGCTTGGGTCGATGAGTCTGGACGTACCCCACTGGCGACAGT 352 Sbjct 293 CACTAACCCGTGTGTAGCTTGGGTCGATGAGTCTGGACATACCCCACTGGCGACAG 352

Query 301 ?ﬂﬁ???TW?ﬂﬁ?ﬁ?T(\ﬁ(\ﬁﬂﬁﬁﬁﬁﬁﬂﬁg\?ﬁﬂ??ﬁﬂ?ﬁﬁ 360 Query 381 GGTCCAGGCTGCGTTGGCGGCCTACTCATGGTGAAAACCATGAGACGCTAGACATEAACA 368
FELEEETECLEEEEEEEE T EE e e e e e e e nl
Sbjct 353 GGTCCAGGCTGCGTTGGCGECCTACTCATGGTGAAMACCATGAGACGCTAGACATGAACA 412 sShjct 353 GGTCCAGGCTGCGTTGGCGGCCTACTCATGGTGAAAACCATGAGACGCTAGACATGAACA 412

Query 361 AGGTGTGAAGAGTCTATTGAGCTACTATAGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCC 420 Query 361 AGGTGTGAAGAGTCTATTGAGCTACTATAGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCC 428

) FELLLELEELUEE L LU L LD LELE LTI FLLLEEL L ELEEE LT LLE L EEEE L LLEE LT TEE L]
Sbjct 413 AGGTGTGAAGAGTCTATTGAGCTACTATAGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCEGCTAATCC 472 Shjct 413  AGGTGTGAAGAGTCTATTGAGCTACTATAGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGECTAATCC 472

Query 421 ‘ﬁﬁﬂﬁf‘!ﬁﬁﬂﬁﬁlHHH‘?ﬁﬁm“?Hﬂ?ﬂﬁﬁﬁ?ﬁﬂﬁﬂ‘ 488 Query 421 TAACCATGGAGCAAGTGCTCACAGGCCAGTGAGTTACTTGTCGTAATGCGCAAGTCCGTG  48@
Sbjct 473  TAACCATGGAGCAAGTGCTCACAAACCAGTGAGTTACTTGTCGTAACGCGCAAGTCCGTG 532 Spjct 473 "r;lk.!lééﬁ‘\"ré(lat‘lgHr‘lé"réprélllclt‘l(IEG‘éé.!lé"réii‘;'l"‘r“"r"r(ls"rétla"rt‘nll'l'géétlit‘w‘:g'l'é(‘:(‘;'l'é 532
Query 481 GCGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGTG 508 Query 481 GCGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGTE 508

soger 533 bbAMUBIHHEHEHEN, seo B e et

Rycina 36 Przedstawienie najlepszych dopasowarn uzyskanych z analizy sekwencji nukleotydowych w aplikacji BLAST na
podstawie danych NCBI. Po lewej stronie dopasowanie dla sekwencji probki enterowirusa D68, po prawej odczytu
eterowirusa D uzyskanego z probki majgcej zawierac jedynie ludzkiego adenowirusa 2

Na podstawie uzyskanych wynikdw moge stwierdzi¢, ze niespodziewane dodatkowe odczyty
wykryte w prébkach ludzkiego adenowirusa 1 oraz 2 nie sg identyczne do odczytéw uzyskanych

z niezaleznych prébek zawierajgcych enterowirusa A71 oraz enterowirusa D68.

8.2.6  Symulacja koinfekcji

Aby potwierdzi¢ mozliwo$¢ wykorzystania opracowanej metody do analizy prébek od
pacjentéw, ktérzy mogg przechodzi¢ koinfekcje réznymi gatunkami wiruséw oddechowych
[146], utworzytem prébki symulujgce koinfekcje kilkoma wirusami w liczbie 1000 kopii genu na

prébke (taka sama dla kazdego wirusa) poprzez potaczenie wybranych plazmidéw kontrolnych
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w jedng probke (Tabela 23). Mieszaniny oznaczytem jako koinfekcje 1-8 i poddatem analizie

nowo opracowang metoda.

Tabela 23 Sktad poszczegdinych prébek symulujgcych koinfekcje wirusami

Nazwa

Sktad

Koinfekcja 1

Ludzki enterowirus A EV-A71
Ludzki enterowirus C CV-A21
Ludzki enterowirus C EV-A104
Ludzki enterowirus C EV-C117
Ludzki enterowirus C EV-C118

Wirus rozyczki

Koinfekcja 2

Ludzki enterowirus D EV-68
Ludzki bokawirus
Ludzki respirowirus 3
Ludzki bokawirus 1
Ludzki bokawirus 3

Ludzki mastadenowirus F

Koinfekcja 3

Ludzki bokawirus 4Nl
Ludzki mastadenowirus A
Ludzki mastadenowirus B
Ludzki mastadenowirus C
Ludzki mastadenowirus D

Ludzki mastadenowirus E

Koinfekcja 4

Ludzki bokawirus 2
Ludzki metapneumowirus
Ludzka paragrypa 4a
Ludzka paragrypa 4b
Syncytialny wirus oddechowy A

Syncytialny wirus oddechowy B

Koinfekcja 5

Ludzka paragrypa 1
Ludzki rubulawirus 2

Wirus swinki
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Nazwa Sktad

Ludzki rinowirus A
Ludzki rinowirus B

Ludzki rinowirus C wersja 1

Ludzki enterowirus C EV-C109
Ludzki rinowirus C wersja 2

Koinfekcja 6 Ludzki rinowirus C wersja 3

Wirus grypy A

Wirus grypy B

Wirusy z rodzaju orthopox
Wirus odry

Koinfekcja 7 Wirus ospy wietrznej i pétpasca
SARS-Cov-2

Ludzki koronawirus HKU1

Ludzki koronawirus SARS Urbani HKU-39849
Ludzki koronawirus 229E
Wirus Bliskowschodniego zespotu
Koinfekcja 8
niewydolnosci oddechowej
Ludzki koronawirus NL63

Ludzki koronawirus OC43

W celu obliczenia progu wartosci odczytu pozytywnego wykonatem takze sekwencjonowanie
probki zawierajgcej wszystkie sktadniki mieszaniny PCR bez matryc. Po jej sekwencjonowaniu
uzyskatem 338 odczytéw genu kontrolnego, co oznacza przedostanie sie do prébek niewielkiej

ilosci ludzkiego DNA oraz nastepujgce liczby dopasowania do gendw wirusowych (Rycina 37).
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Rycina 37. Wykres przedstawiajgcy ilosci odczytéw dopasowanych do poszczegdlnych wiruséw w prébce do ktérej nie
dodano matrycy. Przedstawione na osi Y liczby okreslajq liczbe btednie wykrytych sekwencji danego celu molekularnego

Liczbe tg zaokraglitem do 10 odczytéw na 338 sekwencji i wyznaczytem prég wartosci odczytu
pozytywnego dla kazdej z prdbek, nie zmniejszajgc go jednak ponizej 10 dopasowan i
zaokraglajac do petnej jednosci (Tabela 24). Umozliwito to pozbycie sie wynikdow fatszywie
pozytywnych. Wyniki w postaci procentowego rozktadu wszystkich odczytéw dopasowanych

do wykrywanych sekwencji wirusowych przedstawiajg Ryciny 38-45.

Tabela 24 Przedstawienie granicznej ilosci odczytéw ponizej ktérej wynik byt uznawany za negatywny

llo$¢ odczytow genu Graniczna ilos¢ odczytow
Probka
kontrolnego dla wyniku pozytywnego
Koinfekcja 1 486 15
Koinfekcja 2 179 10
Koinfekcja 3 250 10
Koinfekcja 4 443 14
Koinfekcja 5 395 12
Koinfekcja 6 281 10
Koinfekcja 7 507 15
Koinfekcja 8 524 16
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KOINFEKCJA 1

E wirus rozyczki

1%

= Enterowirus A EV
A71

= Enterowirus C CV:
A21

= Enterowirus C EV-
A104

= Enterowirus C EV-
Cc117

= Enterowirus C EV-
C118

Rycina 38 Wynik sekwencjonowania probki koinfekcja 1.
Sektory przedstawiajq procentowy rozktad wszystkich
odczytow dopasowanych do wykrywanych sekwencji
wirusowych

KOINFEKCJA 3

E Ludzki bokawirus
4NI
11% 3%
= Ludzki
mastadenowirus A
15%
? = Ludzki
mastadenowirus B

= Ludzki
249
% mastadenowirus C

= Ludzki
mastadenowirus D

33%

= Ludzki
mastadenowirus E

Rycina 40 Wynik sekwencjonowania prébki koinfekcja 3.
Sektory przedstawiajq procentowy rozktad wszystkich
odczytow dopasowanych do wykrywanych sekwencji
wirusowych
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KOINFEKCJA 2

E Enterowirus D EV-
D68

10%

24%
= Ludzki bokawirus

= Ludzki bokawirus 1
6%

0,
31% = Ludzki bokawirus 3

E Ludzki
mastadenowirus F

26%

= Ludzki respirowirus 3

Rycina 39 Wynik sekwencjonowania prébki koinfekcja 2.
Sektory przedstawiajg procentowy rozktad wszystkich
odczytow dopasowanych do wykrywanych sekwencji
wirusowych

KOINFEKCJA 4

= Ludzki bokawirus 2

12%

= Ludzki
metapneumowirus
11%
= Ludzka paragrypa
4a

= Ludzka paragrypa
15% 4b

& Syncytialny wirus
oddechowy A

E Syncytialny wirus
oddechowy B

Rycina 41 Wynik sekwencjonowania probki koinfekcja 4.
Sektory przedstawiajqg procentowy rozktad wszystkich
odczytow dopasowanych do wykrywanych sekwencji
wirusowych



KOINFEKCJA 5

B SARS-CoV-2

0%

13%

= Ludzka paragrypa

= Ludzki rubalawirus
17%

= Wirus swinki

1% & Ludzki rinowirus A

E Ludzki rinowirus B

E Ludzki rinowirus C

Rycina 42 Wynik sekwencjonowania probki koinfekcja 5.
Sektory przedstawiajg procentowy rozktad wszystkich
odczytow dopasowanych do wykrywanych sekwencji
wirusowych

KOINFEKCJA 7

& Wirus ospy wietrznej i
potpasca
3%

6%

= Wirus odry

= Wirusy z rodzaju
Orthopox

= SARS-CoV-2

67%

= Ludzki koronawirus
HKU1

Rycina 44 Wynik sekwencjonowania prébki koinfekcja 7.
Sektory przedstawiajq procentowy rozktad wszystkich
odczytow dopasowanych do wykrywanych sekwencji
wirusowych
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KOINFEKCJA 6

E Ludzki
enterowirus C
EV-C109

= Wirus grypy A

7%

40%
= Wirus grypy B

= Ludzki rinowirus
C wersja 2

& Ludzki rinowirus
Cwersja 3

Rycina 43 Wynik sekwencjonowania probki koinfekcja 6.
Sektory przedstawiajq procentowy rozktad wszystkich
odczytow dopasowanych do wykrywanych sekwencji
wirusowych

KOINFEKCJA 8

E Ludzki
koronawirus
SARS Urbani HKU-
» - 25842

3% koronawirus 229E

E Ludzki
koronawirus

0,
22% NL63

= Ludzki
koronawirus
0c43

& SARS-CoV-2

18%

E MERS

Rycina 45 Wynik sekwencjonowania prébki koinfekcja 8.
Sektory przedstawiajq procentowy rozktad wszystkich
odczytow dopasowanych do wykrywanych sekwencji
wirusowych



We wszystkich probkach koinfekcji wykryto spodziewane wirusy. W prébkach Koinfekcja 5
i Koinfekcja 8 wykrytem dodatkowo sekwencje SARS-CoV-2, pordwnatem je wiec do
sekwencji kontroli pozytywnej (Ryciny 46-47).

1 2 ' & 0 100 120 140 180 180 200 10 20 20 20 0 320 0 30 380 a0 413
Cansensus I N N O 1§ SN S S N SO S N SNSESSN | BN W | S SRS N | N SN OSSN N SO § N S SRS O SN O N OO N O O S O N O
Identity

L& 1, Sars-Cov-2
D¢ 2. Sars-Cov z BC64 ]

Rycina 46 Poréwnanie sekwencji nukleotydowych prébki kontrolnej zawierajgcej koronawirusa SARS-CoV-2 (gdérna
sekwencja) oraz odczytu uzyskanego z probki Koinfekcja 8, w ktdrej nie powinien sie on znajdowac. Zielony kolor
pordéwnania Swiadczy o identycznosci sekwencji nukleotydowej.

W przypadku prébki Koinfekcja 8 sekwencje wykazaty 100% identycznosci, co swiadczy
najprawdopodobniej o kontaminacji probki, na ktérym$ z etapédw przeprowadzenia

doswiadczenia.

1 » 0 &0 8 100 120 140 160 120 200 20 240 260 280 0 0 u 360 380 a0 46
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Rycina 47 Poréwnanie sekwencji nukleotydowych probki zawierajgcej koronawirusa SARS-CoV-2 (gorna sekwencja) oraz
odczytu uzyskanego z Koinfekcji 5, w ktdrej nie powinien sie znajdowac.

W probce Koinfekcja 5 sekwencja nukleotydowa rdznita sie nieznacznie od sekwenciji
kontroli pozytywnej posiadajgc 97,8% identycznych nukleotydéw. Co réwniez wskazuje

kontaminacje genomem SARS-CoV-2

8.2.7 Przetestowanie probek od pacjentow za pomocg nowej metody

W ramach wspétpracy z Uniwersyteckim Centrum Klinicznym otrzymatem zamrozone
izolaty DNA/RNA z prébek klinicznych przetestowanych przez UCK na obecno$é patogendw
oddechowych z uzyciem testu Respiratory Panel 2.1 z systemu Biofire firmy bioMérieux

[147]. Probki te poddatem analizie z uzyciem opracowanej metody (Tabela 25).

Tabela 25 Poréwnanie wynikow uzyskanych przez Uniwersyteckie Centrum Kliniczne z nowo opracowanqg metodq.
Kolorem zielonym oznaczytem probki, w ktérych wyniki byty zgodne, kolorem czerwonym zaznaczytem préobki w ktérych
nowa metoda nie wykryta wszystkich spodziewanych wiruséw, na zéfto zaznaczytem pola, w ktorych nowa metoda
wykryta wiekszq liczbe wirusow niz metoda uzyta w UCK

Nr Patogeny wykryte UCK Patogeny wykryte z uzyciem nowej
probki Biofire Respiratory panel 2.1 metody

Ludzki koronawirus OC43
Ludzki koronawirus OC43
SARS-CoV-2
6955483 Ludzki rinowirus LUB ludzki
Ludzki rinowirus A
enterowirus
Ludzki rinowirus B
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Nr Patogeny wykryte UCK Patogeny wykryte z uzyciem nowej
probki Biofire Respiratory panel 2.1 metody
Ludzki rinowirus LUB ludzki Ludzki rinowirus A
6943503
enterowirus Ludzki rinowirus B
Ludzki rinowirus LUB ludzki
Ludzki wirus paragrypy 1
6942426 enterowirus
Ludzki rinowirus C wersja 2
Ludzki wirus paragrypy 1
Ludzki mastadenowirus B
6950139 Adenowirus
Ludzki mastadenowirus C
Ludzki rinowirus LUB ludzki
enterowirus Ludzki respirowirus 3 (paragrypa 3)
6951612
Ludzki respirowirus 3 (paragrypa Ludzki rinowirus A
3)
Ludzki wirus paragrypy 3 Brak pozytywnego wyniku,
6949254
Syncytialny wirus oddechowy pojedyncze odczyty dla 29 celdw
Ludzki rinowirus LUB ludzki Ludzki rinowirus B
6843593
enterowirus Ludzki rinowirus C wersja 2
SARS-CoV-2
SARS-CoV-2
6970742 Ludzki rinowirus LUB ludzki
Ludzki rinowirus B
enterowirus
Ludzki koronawirus OC43 ludzki
6974836 Ludzki koronawirus OC43

rinowirus LUB ludzki enterowirus
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Nr Patogeny wykryte UCK Patogeny wykryte z uzyciem nowej

probki Biofire Respiratory panel 2.1 metody

Ludzki rinowirus LUB ludzki
6776886 ) Ludzki rinowirus A
enterowirus

Ludzki bokawirus 2

6753762 Ludzki wirus paragrypy 3
Ludzki respirowirus 3 (paragrypa 3)
6752489 Ludzki metapneumowirus Ludzki metapneumowirus
Grypa_A
6661850 Grypa AH3
Ludzki enterowirus C EV-A104
6539961 Grypa AH3 Grypa_A

W 10 na 15 prébek otrzymatem identyczne wyniki, jak w systemie Biofire. W 3 z prébek
wykrytem dodatkowe wirusy, nieobecne w wyniku z metody Biofire. W 2 prébkach nowa

metoda nie zdotata potwierdzi¢ wyniku otrzymanego przez Respiratory panel 2.1.
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9 Dyskusja

Infekcje gérnych drég oddechowych nalezg do najbardziej rozpowszechnionych choréb na
Swiecie, dotykajgc miliony oséb. Sg powodowane glownie przez wirusy opisane we
wstepie niniejszej pracy. Wywotuja one zespdét objawdéw, w ktérych najczesciej

powtarzajgcymi sie sg bdl gardta, kaszel, zmeczenie, katar oraz gorgczka.

Infekcje te dotyczg wszystkich grup wiekowych, ale dzieci, osoby w podesztym wieku oraz
z upo$ledzonym uktadem odpornosciowym sg bardziej narazone na zachorowania i ciezkie

powiktania.

U osdb starszych infekcje te czesciej mogg powodowaé powiktania, na przyktad infekcje

wtérne lub tez choroby przewlekte, takie jak astma.

Wirusowe zakazenia gérnych drég oddechowych powodujg znaczne straty ekonomiczne.
W Stanach Zjednoczonych szacowany tgczny koszt wizyt lekarskich wynikajgcych z tego
rodzaju chordb to prawie 8 miliardéw dolaréw rocznie. Dodatkowym kosztem jest rowniez

nieobecnos¢ w pracy, ktdrg szacuje sie w USA na okoto 20 miliondw dni rocznie [148].

Bardzo powaznym zagadnieniem jest rdwniez nadmierne uzywanie antybiotykdw przy
zakazeniach wirusowych. Wptywa ono bardzo czesto negatywnie na czas rekonwalescencji
pacjenta i moze prowadzi¢ do antybiotykoodpornosci w przypadku pojawienia sie

wtornych infekcji bakteryjnych.

Z powodu danych epidemiologicznych oraz opisanych powyzej probleméw, opracowanie
kompleksowych, szybkich i niedrogich metod diagnostycznych wirusowych zakazen drég

oddechowych stanowi wazne zagadnienie badawcze.

Obecnie najczesciej stosowang metodg rozpoznawania zakazen gérnych drég
oddechowych jest diagnoza na podstawie objawéw u danego pacjenta wykonywana przez
lekarza pierwszego kontaktu po badaniu podmiotowym i przedmiotowym [3]. Niektérzy
lekarze decyduja sie jednak na przeprowadzenie dodatkowych badan w kierunku wykrycia
wiruséw; wsrdad nich mozna wyrdznié testy antygenowe oraz testy PCR. Testy antygenowe
sg bardzo szeroko rozpowszechnione, tanie i bardzo tatwe w uzyciu. Sg stosowane do tak
zwanego samo testowania w przypadku pojawienia sie objawéw. Zaletg tych testéw jest

réwniez uzyskanie wyniku po krétkim czasie, poniewaz czesto wystarcza 15 minut, aby
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uzyska¢ wynik. Testy PCR sg natomiast przeprowadzane w wyspecjalizowanych
laboratoriach, gdzie prébki sg analizowane przez przeszkolony personel w Scisle
kontrolowanych warunkach. Testy PCR sg metodg o wyzszej precyzji i doktadnosci, co

oznacza, ze ich wyniki sg bardziej wiarygodne [149].

W krajach wysoce rozwinietych cze$é osrodkéw badawczych oraz placéwek ochrony
zdrowia stosuje w celach diagnostycznych zamkniete systemy do wykrywania patogendw.
Oferujg one bardzo czesto panele umozliwiajgce wykrywanie wielu mikroorganizméw w
jednej préobce. Niestety, aby przeprowadza¢ tego rodzaju testy, niezbedne sg duze srodki
finansowe. Bardzo wysoka kwotg w poréwnaniu do innych technik (np. PCR) jest koszt
zakupu urzgdzen umozliwiajagcych przeprowadzanie tego rodzaju badan. Dodatkowym
kosztem sg stosowane w takich systemach ,chipy”, ktére zawierajg komplet odczynnikow
niezbednych do przeprowadzenia testu. Sg one zwykle dopasowane do konkretnego
systemu, niewymienne z innymi urzgdzeniami i prawie zawsze jednorazowe, co generuje
pokazne sumy przy wiekszej liczbie pacjentéw (Tabela 3). Dodatkowym kosztem
wynikajgcym z uzywania systemoéw zamknietych moze by¢ réwniez konieczno$é zakupu
specjalistycznych  materiatéw  jednorazowych niezbednych do funkcjonowania
konkretnego systemu. Pomimo ich ciggtego rozwoju, zastosowanie systemoéw zamknietych
ograniczone jest jedynie do kilku rodzajéw testéw produkowanych przez dostawce
sprzetu. Na chwile obecng nie istnieje konkurencja produkujaca tansze zamienniki
chipow/kasetek, co wuzaleznia uzytkownika od portfolio danego dostawcy. Do
niewatpliwych zalet systemdéw zamknietych nalezg natomiast krétki czas otrzymania
wyniku, mniejsze prawdopodobienstwo kontaminacji probki oraz brak wstepnej obrébki

probek przez pracownikow laboratoryjnych przed wtasciwym procesem analizy.

Inne metody wykrywania drobnoustrojéow oddechowych sg wypierane przez powyisze
techniki ze wzgledu na szybko$¢ otrzymywania wynikéw, niezbedny naktad pracy oraz cene
odczynnikéw. Sg natomiast nadal uzywane w osrodkach badawczych lub w celu
potwierdzania wynikdw niejednoznacznych lub jedli waznym celem jest wykrycie

obecnosci konkretnych biatek wirusowych [150].

Pomimo niewygdrowanej ceny testéw PCR badania te zlecane sg przez lekarzy pierwszego
kontaktu dos$¢ rzadko. Dalsze obnizenie kosztow i mozliwos¢ szerszego badania niz kilka
celéw molekularnych mogtoby przyczyni¢ sie do wiekszego zainteresowania placéwek
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ochrony zdrowia wykonywaniem testdw na obecnos¢ wiruséw goérnych drog
oddechowych. Przetozytoby sie to na wiekszg sSwiadomosé lekarzy o patogenach, w
kierunku ktdorych nalezy wykonywaé czynnos$ci prewencyjne lub lecznicze, a dla
naukowcow na zbieranie doktadnych danych srodowiskowych umozliwiajgcych badania
nad przenoszeniem sie, obecnoscig w populacji czy sezonowoscig poszczegdlnych

patogendw.

Ze wzgledu na brak satysfakcjonujgcego narzedzia diagnostycznego na rynku
opracowatem nowg metode identyfikujgcg wirusowe infekcje gérnych drég oddechowych
z wykorzystaniem sekwencjonowania w czasie rzeczywistym z uzyciem sekwenatoréw

nanoporowych.

Gtéwnym zatozeniem byto opracowanie metody wykrywajgcej najszerszy zakres
patogendw, o protokole skracajgcym znacznie czas wydania wyniku oraz o przystepnej

cenie analizy probki.

Z oczywistych wzgledéw konkurowanie z czasem wykonania testu kasetkowego nie jest
mozliwe przy uzyciu ktorejkolwiek z technik sekwencjonowania. Natomiast liczba
testowanych celdw molekularnych klasyfikuje te testy w zupetnie innych niszach

rynkowych.

Po analizie dostepnych na rynku paneli oddechowych i publikacji naukowych o tematyce
zwigzanej z zakazeniami gérnych drég oddechowych zdecydowatem sie na opracowanie
metody wykrywajgcej infekcje wirusami z nastepujacych rodzin: Adenoviridae,
Coronaviridae, Herpesviridae, Matonaviridae, Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae,
Parvoviridae, Picornaviridae, Pneumoviridae oraz Poxviridae. Wszystkie z tych wirusow

wykrywa sie obecnie w Polsce innymi metodami.

Wybér ten byt pokierowany checig stworzenia metody z wiekszg liczbg wykrywanych

patogendw niz te dostepne na rynku, jak na przyktad dostepny komercyjnie test PCR [151].

Nastepnym etapem planowania byt sposdb przygotowania prébek do testowania.
Zdecydowatem o amplifikacji probek za pomoca reakcji PCR aby zwiekszy¢ prég detekg;ji,
szczegolnie dla koinfekcji w ktérych ilosci wirusdw nie sg rowne, oraz aby umozliwi¢ analize

wirusow RNA i DNA w jednej reakcji [152]. Przeprowadzenie reakcji PCR zwieksza szanse
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wykrycia patogendw, ktére sg obecne w probce w bardzo matej ilosci. Jest to zatem rodzaj
metody sekwencjonowania wzbogacania w cel molekularny (z ang. Target sequencing).
Zdecydowatem sie na wykorzystanie metody z uzyciem PCR a nie biotynylowanych sond
ze wzgledu na mniejszy stopien skomplikowania przygotowania biblioteki do

sekwencjonowania oraz ze wzgledu na nizsze koszty.

Decyzja o przeprowadzaniu reakcji PCR byfa pokierowana réwniez wzgledami
ekonomicznymi — sekwencjonowanie produktéw PCR jest prostsze, tanisze i szybsze do
wykonania niz sekwencjonowania petnych genomdéw obecnych w prébce.
Sekwencjonowanie produktow PCR pozwala na ograniczenie czasu z kilkunastu godzin dla
genomu na kilkanascie do kilkudziesieciu minut dla jednej préobki. Umozliwia ono réwniez
jednoczesng analize do nawet 96 prébek (a po planowanym wpuszczeniu na rynek przez

firme ONT wiekszego zakresu indekséw nawet 384 prébki).

Startery do reakcji PCR zaprojektowatem tak, aby dtugos¢ produktéw PCR miescita sie w
zakresie od 400 do 500 par zasad. Taka wielkos¢ produktu wystarcza do tatwego
rozpoznania genu, jest powielana w dos¢ krotkim czasie reakcji PCR oraz moze by¢ bardzo
szybko sekwencjonowana w czasie rzeczywistym. Dodatkowo sg to fragmenty tatwe do
odréznienia od dimerdéw starteréw oraz proste do oddzielenia indekséw uzywanych do
sekwencjonowania oraz adapteréw poprzez izolacje DNA z wykorzystaniem kulek

magnetycznych.

Ostatnim etapem projektowania nowej techniki pozostato wykrycie i analiza fragmentow
gendw znajdujacych sie w prébkach. Ze wzgledu na liczbe celdw molekularnych
odrzucitem mozliwos¢ wykrywania ich z uzyciem technik ddPCR oraz qPCR, poniewaz
obydwie te metody ogranicza liczba rozpoznawanych przez sensor koloréw. Mozliwe
bytoby podzielenie prébki na kilka reakcji, w ktérych wykrywane bytyby patogeny, lecz
chciatem unikng¢ takiej sytuacji ze wzgledu na podniesienie kosztéw metody oraz
zmniejszenie liczby prébek mogacych by¢ wykrywanych jednoczesnie. Podjgtem wiec

decyzje o uzyciu sekwencjonowania jako metody wykrycia patogendw.

Na przekroju ostatnich czterech dekad koszty sekwencjonowania zostaty znacznie
zmniejszone, gtéwnie z powodu rozwoju technologii i powstawania nowych, bardziej

wydajnych metod. Zmiana ceny i dostepnosci sprzetowej umozliwita przeniesienie
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sekwencjonowania z duzych, zaawansowanych os$rodkdw posiadajgcych pokazne

finansowanie do niemalze wszystkich potrzebujgcych tego laboratoridw.

Mimo spadku ceny sekwencjonowania, szczegdlnie sekwencjonowanie nastepnej
generacji catych genomdw pozostaje kosztowng metoda. Koszty wynikajg nie tylko z
samego procesu sekwencjonowania, ale réwniez z koniecznosci analizy danych oraz

potrzeby duzej ilosci miejsca do ich przechowywania [153].

W niektorych przypadkach przygotowanie biblioteki NGS jest wielostopniowym procesem,
ktory moze by¢ czasochtonny i zabiera¢ nawet kilka dni, co w przypadku diagnostyki jest

niedopuszczalne. Proces sekwencjonowania moze trwaé nawet 2 dni.

Sekwencjonowanie nanoporowe, w odrdznieniu od metod drugiej generacji, generuje
znacznie mniejsze koszty; przygotowanie bibliotek jest szybsze i mniej skomplikowane a

dane pozyskiwane sg w czasie rzeczywistym.

Urzgdzenia sprzedawane przez firme ONT, takie jak MinlON, sg znacznie mniej kosztowne
niz tradycyjne platformy NGS. Zakup urzadzenia to okoto 2000 USD, co stanowi utamek
kosztu najmniej zaawansowanego sekwenatora lllumina. Taka przystepnos¢ cenowa
umozliwia poszerzenie dostepu do zawansowanych technik sekwencjonowania dla niemal
wszystkich placowek badawczych. Przygotowanie biblioteki w metodzie ONT nie jest tak
skomplikowane i czasochtonne jak w przypadku innych metod NGS. Cze$é protokotéw
dopuszcza pominiecie etapu amplifikacji DNA podczas przytgczania indeksdw, znacznie

skracajgc czas potrzebny na przygotowanie probki [154].

Pozyskiwanie danych w czasie rzeczywistym jest jedng z najwazniejszych zalet
sekwencjonowania nanoporowego ONT. Uzyskiwanie danych w czasie rzeczywistym
umozliwia staty nadzér nad iloscig i jakos$cig danych oraz wczesniejszg ich analize. Pozwala
réwniez na zatrzymanie procesu sekwencjonowania po uzyskaniu odpowiednie ilosci

danych [155].

Petne genomy wybranych patogendw pobratem z bazy NCBI, ktéra jest najwiekszym
ogdlnodostepnym zbiorem tego typu danych. Dla kazdego z wiruséw pobratem wszystkie
dostepne w czasie realizacji tego zadania sekwencje genomowe pochodzgce z danych

eksperymentalnych, tj. z wiruséw wyizolowanych z hodowli in vitro lub z prébek
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klinicznych. Dodatkowo dokonatem filtrowania, aby pozyska¢ jedynie petne genomy
wiruséw. Nastepnie przeprowadzitem manualng kuracje, usuwajgc genomy posiadajgce
dtugie ciggi nieokreslonych nukleotydéw oraz te, ktére mimo opisania jako petne genomy,

byty zbyt krotkie.

Ze wzgledu na segmentowg budowe genomu wiruséw grypy typu A i B, pobratem z baz
danych petne sekwencje odpowiednio segmentéw PB1iHA. Dla grypy A byt to jasny wybér
ze wzgledu na najwyzszy stopien konserwowania segmentu PB1 [140,141]. Natomiast
grypa B jest znacznie rzadziej wystepujgcym patogenem a w ostatnich latach niemal
niewykrywanym [156], dlatego w tym przypadku postanowitem uzy¢ innego niz dla grypy

A, bardziej zmiennego fragmentu, ktéry rowniez koduje konserwowane struktury [157].

Analizy oraz przyrdwnania genomow wykonatem w programie Geneious Prime-
najnowszej wersji oprogramowania bioinformatycznego do analizy oraz przechowywania

i tworzenia baz sekwenciji.

Ze wzgledu na ilos¢ porédwnywanych sekwencji zdecydowatem o zastosowaniu
dopasowania MAFFT, ktére zapewniato najszybsze i najdoktadniejsze dziatanie na
dostepnych dla mnie komputerach, rownoczesnie wykorzystujgc w znacznym stopniu ich
zasoby obliczeniowe [158,159]. Dla ludzkich rinowiruséw typu C nie uzyskatem tg metoda
zadowalajgcej sekwencji konsensusowej ze wzgledu na zbyt duze zréznicowanie pomiedzy
genomami wiruséw zebranych w tej grupie. Aby dalej pogrupowac posiadane genomy,
stworzytem kladogram umozliwiajgcy odseparowanie od siebie sekwencji najmniej
podobnych. Tym sposobem stworzytem 4 dodatkowe sekwencje konsensusowe

rinowirusow C.

Projektowanie starterow wykonatem na otrzymanych z dopasowan sekwencjach
konsensusowych w programie Geneious Prime. Tak jak wiekszo$¢ programow
umozliwiajgcych projektowanie starteréw, uzywa on programu Primer3, ktéry daje bardzo
szerokie mozliwosci ustawien parametréw w celu uzyskania najlepszych wynikow.
WSszystkie dostepne ustawienia programu Primer 3 znajdujg sie na stronie udostepnionej
przez twércow programu [160]. Dla wszystkich celéw molekularnych zaprojektowatem
startery w taki sposdb, aby powstajacy produkt spetniat kryteria dtugosci 450-500 par

zasad. W 10 parach starteréw zaprojektowatem startery zdegenerowane ze wzgledu na
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brak mozliwosci uzyskania starteréw niezdegerowanych, brak odpowiedniego produktu
lub niewfasciwe temperatury topnienia. Najwyzszy stopie degeneracji wyniost 24.
Zgodno$é sekwencji starterow, ich temperatury topnienia i struktury drugorzedowe
zostaty przeanalizowane przy uzyciu narzedzia Oligo-Analyzer [144]. Nie wptynefo to
znaczgco na uzyskane wyniki, dla wiekszosci z tych wynikdéw uzyskatem LOD w wysokosci

10 kopii w probce. Wszystkie z nich w testach tworzyty jednorodny, oczekiwany produkt

Geny do wykonania kontroli pozytywnych uzyskatem poprzez izolacje materiatu
genetycznego wirusow i amplifikacje przy pomocy PCR. Plazmidy kontrolne, do ktérych
stworzenia wirusy lub ich materiat genetyczny nie byt dostepny zaméwitem w formie
genow syntetycznych w plazmidach lub syntetycznych gendéw w formie liniowej. Kontrole

zamoéwione w formie liniowej zostaty umieszczone w plazmidach.

Dla jednej z par starteréw — rinowirus C wersja 4, nie uzyskatem matrycy do kontroli
pozytywnej. Synteza tego fragmentu DNA okazata sie zbyt trudna i zadna z firm
zajmujacych sie tworzeniem takich produktéw nie dostarczyta probki. Z dalszych
doswiadczen usunatem wiec te pare starteréw (startery nie zawarte réwniez w tabeli z

rozdziatu Wyniki 8.1.3).

W celu uzyskania optymalnych warunkéw reakcji PCR, wykonatem wiele powtdrzen
eksperymentéw ze zmiennymi warunkami reakcji PCR, w tym temperatury przytgczania
starteréow i czaséw wydtuzania oraz testy polimeraz. Ze wzgledu na powtarzalnosc
otrzymanych wynikéw oraz wysoka wiernosc¢ jej dziatania, zdecydowatem sie na uzycie
jedynie polimerazy Q5 firmy NEB [161]. W trakcie wykonywania doswiadczen
optymalizacyjnych utworzytem mieszaniny starterow o najbardziej zblizonych
temperaturach przytagczania do matrycy. Na takich mieszaninach przeprowadzitem
optymalizacje oraz prébne sekwencjonowania — wyniki nie publikowane w tej pracy. Po
wykonaniu kilku préb z powyzszymi mieszaninami zdecydowatem o potgczeniu wszystkich
starterow w jedng mieszanine, poniewaz niski koszt wykonania badania miat by¢ jednym
z gtéwnych zatozen opracowywanej metody. Dla takiej mieszaniny starteréw wykonatem
rowniez optymalizacje temperaturowe oraz inne zmienne ustawienia reakcji PCR

omawiane na forach tematycznych [162].
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Zalety dla powyiszej pracy bytaby z pewnoscig préba powtdérzenia tych doswiadczen z
wiekszg liczbg réznych polimeraz a szczegdlnie z superszybkimi polimerazami, takimi jak
Platinum SuperFi Il czy PrimeSTAR Max DNA Polymerase [163,164]. Umozliwitoby to

skrécenie czasu reakcji, co z kolei przyspieszytoby otrzymanie wyniku.

Dla wszystkich par starterow wykonatem analize otrzymywanych produktéw w celu
sprawdzenia poprawnosci projektowania starteréw oraz specyficznosci powstajgcego
produktu w kontrolach pozytywnych. Wyniki przedstawiono w rozdziale 8.1.6. Dla
plazmidéw kontrolnych 1, 3, 5, 12, 16, 18, 20, 22, 26, 29, 31, 34, 38, 40, 44, 46, 48, 52, 54,
56, 59, 61, 62, 64, 66, 68, 70, 73, 76 i 86 uzyskatem tylko jeden produkt reakcji, co
sugerowato powstawanie specyficznych produktow. Prébki 2, 7, 9, 11, 14, 25, 32, 36, 42,
50, 63, 69, 74, 75, 77 posiadaty dwa produkty o réznych temperaturach topnienia; moze
to sugerowaé niespecyficzng amplifikacje lub niejednorodnos$¢ matrycy. W czesci kontroli
negatywnych rowniez wystgpit produkt; moze to Swiadczy¢ o kontaminacji,
niespecyficznym wigzaniu starteréw lub tworzeniu dimerdw starteréw. Na to ostatnie
moze wskazywac fakt, ze temperatury topnienia w kontrolach negatywnych znacznie
réznig sie od temperatur topnienia prébek [165,166]. W celu dodatkowego potwierdzenia
powstawania odpowiednich produktéw amplifikacji rozdzielitem uzyskane produkty w zelu
agarozowym. Dla préobek o niejednoznacznym wyniku widocznym na zelu
przeprowadzitem réwniez zautomatyzowang wysokoczutg elektroforeze. Wyniki tych
doswiadczen jednoznacznie pokazujg rdéznice pomiedzy kontrolami negatywnymi a
produktami w prébce. W niektérych prébkach mozna byto zaobserwowaé wiecej niz jeden
prazek widoczny po rozdziale elektroforetycznym. Oznacza to dodatkowe niespecyficzne
produkty lub powielenie wiekszej czesci plazmidu. Wynik taki nie jest dyskwalifikujgcy dla
uzycia tych starteréw w metodzie ze wzgledu na uzycie sekwencjonowania nanoporowego
a nastepnie technik bioinformatycznych, ktére umozliwiajg odfiltrowanie niespecyficznych
produktow reakcji. Produkty widoczne na rycinach przedstawiajgcych wyniki wysokoczutej
elektroforezy (Ryc. 26,27) mogg by¢ obarczone niewielkim btedem np. ze wzgledu na
wielkos¢, produkty w prébkach 25, 26, 36, 50, 59 i 63 zostaty sklasyfikowane jako

fragmenty o dtugosci 350 par zasad.

Nastepnym etapem mojej pracy byto okreslenie progu detekcji dla wykrywanych przez

metode patogendw. Obliczytem liczbe kopii genu i wykonatem seryjne rozcienczenia

146



plazmidéw kontrolnych. Wykonatem kazdg z reakcji w 4 rozciericzeniach i co najmniej 10
powtdrzeniach, co dato tgcznie 1840 prébek poddanych reakcji PCR a nastepnie
sekwencjonowaniu. Po sekwencjonowaniu dokonatem analizy otrzymanych wynikéw w
programie Geneious Prime. ,Manualna” analiza i odczyt wynikéw okazat sie bardzo
niewydajnym, niedoktadnym i czasochtonnym procesem. Zdecydowatem w tym czasie o
potrzebie automatyzacji obrébki i interpretacji wynikow sekwencjonowania. Wspélnie z
bioinformatykiem dr Aleksandrem Patkowskim stworzylismy potok bioinformatyczny w
jezyku Python, umozliwiajagcy analize wszystkich odczytéw otrzymanych w jednym
eksperymencie sekwencjonowania. Uzywa on pliku referencyjnego, czyli bazy danych
przeszukiwanej pod wzgledem dopasowan do uzyskanych z sekwencjonowania odczytéw.
Plik ten w przypadku moich badan sktadat sie z wybranych fragmentéw genéw wiruséw
wykrywanych nowg metodga. Potok bioinformatyczny dla kazdej z prébek prowadzi montaz
odczytéw oraz ich korekcje. Na koncu dostarcza on wynik w postaci sekwencji
konsensusuowych oraz dopasowan do pliku referencyjnego. Informuje réwniez o ilosci
pasujgcych odczytow oraz ich diugosci. Dzieki zastosowaniu opisanego potoku mozliwa
byta szybka analiza otrzymanych wynikéw. Analiza z uzyciem potoku bioinformatycznego
zajmowata kilka minut, manualne dopasowywanie wynikdw natomiast kilkanascie-

kilkadziesigt godzin.

Na podstawie analizy danych otrzymanych po sekwencjonowaniu rozcieiczen DNA
kontrolnych otrzymatem wyniki, ktore podzielitem na 3 grupy pod wzgledem progu
detekcji — DNA wykrywane w liczbie 100 kopii na reakcje (9 wiruséw), 10 kopii na reakcje
(27 wiruséw) oraz w 1 kopii na reakcje (9 wiruséw), co daje korncowg wartos$¢ kolejno 8,
0,8 oraz 0,08 kopii materiatu genetycznego na pl reakcji. Limity detekcji z zastosowaniem
nowej metody dorownywaty, a w wielu przypadkach przewyzszaty LOD reakcji gPCR (2-
1000 kopii na reakcje), stanowigcej w obecnie podstawowe narzedzie diagnostyczne [167—
169]. Réznice te mogg wynikaé z niespecyficznych oddziatywan pomiedzy starterami, jak i

ze zrdznicowania nukleotydowego powielanych sekwencji i miejsc przytgczania starterow.

Dzieki wspotpracy miedzynarodowej z Instytutem Pasteura, Uniwersytetem Ljubljany,
Centrum Medycznym Erasmus w Holandii, oraz uzyskaniu finansowania na zakup wiruséw
z projektu organizacji EVAg [170], udato mi sie uzyska¢ dostep do aktywnych izolatow

wirusowych cze$ci moich celéw molekularnych. RNA tych wiruséw izolowatem z uzyciem
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kolumienek krzemowych w laboratorium BSL klasy 2+. Obecnos$¢ wirusowego materiatu
genetycznego potwierdzitem przy uzyciu doktadnie opisanych sond i starteréw reakgji
gPCR [127-131]. Prowadzitem rdéwniez konsultacje z czescig autoréw powyzszych
publikacji, ktorzy z checig doktadniej opisali stworzong przez nich metode. Dla czesci z
reakcji qPCR uzyskatem duzo bardziej szczegdtowe protokoty niz prezentowane w tych
publikacjach. Dla 3 z testowanych wirusow nie udato mi sie potwierdzi¢ ich obecnosci w
probce, mogto by¢ to spowodowane btedem technicznym, niewystarczajacg iloscig

wirusowego RNA lub rozpadem sond fluorescencyjnych.

Ze wzgledu na maty ilo$¢ lizatu wirusa grypy A, ktéry pochodzit ze zbioréw Zaktadu ZSR
wydziatu MWB UG-GUMed wykonatem propagacje wirusa w hodowli komdérek MDCK.
Nastepnie wykrytem wirusa metodg klasyczng —wykonujac test IPMA, pozwolit on réwniez
na obliczenie miana wirusa z hodowli. Na podstawie przedstawionych w rozdziale 8.2.3
obliczen otrzymatem 6,6x107 czgstek wirusa grypy A na ml hodowli. Tak przygotowany lizat

postuzyt mi pdzniej po rozcieiczeniu do przeprowadzania dalszych doswiadczen.

Pomimo niewykrycia materiatu genetycznego trzech z testowanych wiruséw w metodzie
gPCR zdecydowatem sie na uzycie wszystkich dostepnych izolatow wirusowych do
przetestowania dziatania nowej metody. Wykonatem wszystkie kroki zgodnie z
opracowanym protokotem a z analizy danych otrzymanych z potoku bioinformatycznego
utworzytem tabele umieszczong w rozdziale 8.2.5. We wszystkie testowane prébkach
wykrytem obecnos$¢ konkretnych fragmentéw gendw z uzyciem nowej metody, co
wskazuje na przewage nowej metody nad detekcjag metodg qPCR z zastosowanymi
sondami. W dwdch prébkach metoda byta w stanie wykry¢ réwniez inne fragmenty
materiatu wirusowego. Dzieki wykorzystaniu w tej metodzie sekwencjonowania
uzyskatem mozliwos¢ analizy dodatkowych odczytow z tych probek. Wykonatem wiec
wstepng analize z uzyciem programu Geneious Prime a nastepnie wyszukatem otrzymane
sekwencje w bazie danych NCBI z uzyciem narzedzia BLAST. Na podstawie uzyskanych z
tych czynnosci danych mozna wyciggna¢ wnioski, ze nie sg to kontaminacje pochodzace z
analizowanych razem prébek, gdyz ich sekwencje posiadajg znaczne réznice. Nie s3 to
réwniez zanieczyszczenia wynikajace z nieprawidtowej izolacji, poniewaz w kontroli
negatywnej nie otrzymatem zadnego dopasowanego fragmentu, dodatkowo takie szczepy

wirusow nie byty w tym czasie propagowane w laboratorium. Najbardziej prawdopodobng
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przyczyng wykrycia dodatkowego wirusowego materiatu genetycznego jest ich obecnosé
w hodowlach komérkowych w macierzystym laboratorium lub pierwotna izolacja z

materiafu pacjenta, ktéry ulegt koinfekgji.

Wykonatem réwniez symulacje koinfekcji wirusowych, mieszajac ze sobg 5-6 kontroli
pozytywnych w jedng probke. Tak przygotowane prébki poddatem procesowi
przygotowania biblioteki i sekwencjonowaniu. Po analizie wynikéw stwierdzitem wykrycie
wszystkich spodziewanych gendéw wiruséw w prébkach koinfekcji. Nieréwne ilosci genow
wykrytych w préobkach mogg byé skutkiem degeneracji starteréw lub nieréwnego
powinowactwa starterow do matryc. W dwdch z prébek znalaztem réowniez sekwencje
koronawirusa SARS-CoV-2. Wysoki stopiet dopasowania tych sekwencji do sekwenciji
kontroli pozytywnej tego wirusa sugeruje rzeczywistg obecnos¢ genomu SARS-CoV-2 w
tych prébkach, z powodu zanieczyszczenia krzyzowego pomiedzy prébkami badz
zanieczyszczenia ktoregos z odczynnikdw kontrolg pozytywng SARS-CoV-2. Nalezy
nadmieni¢, iz okres przeprowadzania przeze mnie powyzszego eksperymentu zbiegt sie z
duzg liczbg zachorowan na COVID-19, a laboratoria MWB wykonywaty intensywnie

detekcje RNA tego wirusa, wspomagajac laboratoria diagnostyczne.

Ostatnim z doswiadczen potwierdzajacych dziatanie nowej metody byto przetestowanie
nig probek klinicznych otrzymanych dzieki wspdtpracy z Uniwersyteckim Centrum
Klinicznym Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Prébki te zostaty pobrane w formie
wymazoéw z nosogardzieli od chorych pacjentéw przebywajgcych w szpitalu. Wymazy te
byty testowane przez UCK przy uzyciu urzgdzenia Biofire i testu Respiratory panel 2.1. Jest
to w pefni zautomatyzowana metoda wykrywajgca 22 patogeny. Prébki zostaty mi
dostarczone w formie wyizolowanego RNA w lodzie. Po przeprowadzeniu procedury nowej
metody i potoku bioinformatycznego, wyniki zestawitem z danymi otrzymanymi wraz z
probkami. Tabela poréwnawcza wynikéw jest przedstawiona w rozdziale 8.2.7. W dwdch
z 15 prébek opracowana metoda nie wykryta spodziewanych i potwierdzonych przez UCK
patogendw. W 10 prébkach uzyskatem identyczne wyniki jak szpital, moggc natomiast
rozréznic zakazenie rinowirusem od zakazenia enterowirusem, typy RSV oraz poszczegdlne
gatunki ludzkiego mastadenowirusa. W 3 probkach moja metoda wykryta wiekszg liczbe
wiruséw w prébkach niz Biofire. Rdznice pomiedzy nowo opracowang metody a

zamknietym systemem stosowanym przez UCK s3 widoczne na przestrzeni
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przeanalizowanych probek. Czes¢ z nich moze wynikaé z rézni¢ pomiedzy celami
molekularnymi obu technik — Respiratory Panel 2.1 nie wykrywa ludzkich bokawirusow,
posiada tez znacznie wyzszy limit detekcji dla ludzkiego enterowirusa C,~1000 kopii/ml w
poréwnaniu do 80 kopii wykrywanych przez moja metode. Rdéznice pomiedzy otrzymanymi
wynikami mogg wynika¢ réwniez z czasu, ktéry mingt pomiedzy wykonanymi
doswiadczeniami. Ze wzgledu na wysokie koszty uzycia systemu Biofire tylko mata cze$é
pacjentéw UCK jest nim badana. Prébki sg nastepnie przechowywane w zamrazarkach.
Prébki, ktore otrzymatem, zostaty wyizolowane w nieznanym dla mnie czasie, przebadane
systemem Biofire, a nastepnie zamrozone zanim przetransportowatem je do laboratorium
na terenie Uniwerytetu Gdanskiego. Idealnym rozwigzaniem tego problemu bytoby
powtdrzenie powyzszego doswiadczenia z wymazami otrzymanymi w roztworze lizujgco —
stabilizujgcym lub wykonanie badania obydwiema metodami w tym samym czasie. Byto to
niestety niewykonalne podczas przeprowadzania tych eksperymentéw ze wzgleddéw
finansowych (tylko wybrani pacjenci sg badani z uzyciem systemu Biofire, a
sekwencjonowanie kazdej z prébek oddzielnie generuje wysokie koszty) oraz obostrzen

spowodowanych pandemig koronawirusa, ktéra ograniczyta dostep do laboratoriéw UCK.

W literaturze naukowej zwigzanej z tematem niniejszej pracy znajdujg sie publikacje o
podobnej tematyce, lecz zawierajgce znaczne réznice w zatozeniach metody badz tez
wykorzystanej metodyce. Jednym z bardzo dobrze opisanych podejs¢ byto wykrywanie
patogendw oddechowych poprzez sekwencjonowanie metagenomiczne, ktére posiada
wiele zalet, lecz nie moze konkurowac z opisywang przeze mnie metodg pod wzgledem
ekonomicznym oraz czasem uzyskania wyniku [171]. Inne metody skupiaty sie na matej

liczbie patogendw i powielaniu wiekszych czesci ich genomoéw [172].

Porownujac opublikowane dane, napotkatem takze badania z 2022 roku w duzym stopniu
pokrywajgce sie z moimi. Publikacja ta przedstawia nowoczesng metode nazwang
RespiCoV opracowang przez zespodt badaczy z Instytutu Roberta Kocha w Niemczech we
wspotpracy z WHO [173]. Opiera sie ona na powielaniu amplikondw wirusowych w reakgji
multipleks PCR, tak jak w przypadku mojej metody. Réznicg w tych metodach jest czes¢
patogendw, liczba starteréw dla kazdego z nich (moja metoda uzywa jednej pary starterow
na patogen, opisana w publikacji wiele par), zastosowana polimeraza oraz rodzaj

przeprowadzanej reakcji PCR. Kolejnymi rdéznicami pomiedzy tymi metodami jest
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przygotowanie biblioteki do sekwencjonowania; w opisywanej przeze mnie metodzie
uzywam szybkiej metody (z ang. rapid sequencing), niemiecki zespdt natomiast
przygotowywat biblioteke klasyczng metoda. Zaproponowane przeze mnie rozwigzanie
jest znacznie szybsze oraz tansze, przez co metoda ta powinna by¢ bardziej konkurencyjna
na rynku. Dodatkowo wieloetapowy proces przygotowania biblioteki metoda klasyczna

zwieksza mozliwos¢ kontaminacji prébek i wydania nieprawidtowego wyniku.

Bardzo wazing zaletg przedstawianej przeze mnie metody jest mozliwo$é szybkiego jej
rozwoju poprzez dodanie do niej kolejnych celdw molekularnych. Projektowanie starteréw
dla pojedynczego celu a nastepnie analiza reakcji PCR dla jednej prébki jest relatywnie
mato pracochtonnym dziataniem. W czasie pisania niniejszej pracy WHO nie wyznaczyto
nowych wiruséw atakujacych drogi oddechowe ludzi, ktore zostatyby uznane za zagrozenie
populacyjne [174]. Mozliwy jest nadal teoretyczny jak i praktyczny rozwdj metody w
przypadku pojawienia sie nowych wirusow, ktére warto monitorowa¢. Metoda ta nie musi
ograniczac sie takze jedynie do wirusow. Mozliwe jest rowniez uzywanie jej do wykrywania
innych patogenéw oraz czynnikdw niepatogennych, takich jak bakterie czy grzyby.
Zaprojektowany potok bioinformatyczny moze natomiast zosta¢ uzyty do przyréwnania
dowolnych danych uzyskanych z sekwencjonowania nanoporowego do dowolnej

autorskiej bazy danych.
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Opracowatem podstawy nowej metody diagnostycznej wirusowych patogendw
gornych drog oddechowych z wykorzystaniem sekwencjonowania nastepnej
generacji.

Zaprojektowatem panel starteréw umozliwiajgcych powielenie wybranych, scisle
okreslonych fragmentéw gendéw najwazniejszych patogennych wiruséw ukfadu
oddechowego ludzi.

Stworzytem dziatajgcg metode wykrywania wyzej wspomnianych patogenow przy
uzyciu sekwencjonowania nanoporowego wraz z szybkg analizg bioinformatyczna
przedstawiajgcg wyniki sekwencjonowania w formie tabeli, co utawia obstuge
oprogramowania dostarczanego przez ONT i umozliwia przeprowadzanie analizy
osobom ze znikomymi umiejetnosciami programistycznymi.

Dla prezentowanej metody wykonatem testy limitu wykrywanych kopii sekwencji
nukleotydowej, ktére wykazaty jej wysoka czuto$¢ oraz uzytem jej do wykrycia
wszystkich dostepnych dla mnie wiruséw zawartych w panelu. Nowa metoda
wykryta wszystkie wirusy, dostarczajac lepsze wyniki niz gPCR, umozliwita rowniez
wykrycie kontaminacji w hodowli komdrkowe;j.

Dokonatem poréwnania nowej metody z zamknietym systemem marki Biofire na

probkach od pacjentéw, uzyskujgc zadowalajgce wyniki.
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powinien sie on znajdowad. Zielony kolor poréwnania swiadczy o identycznosci sekwencji
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(gorna sekwencja) oraz odczytu uzyskanego z Koinfekcji 5, w ktdrej nie powinien sie znajdowac.
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