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Celem badan jest opracowanie efektywnej metody wykrywania i typowania wirusa grypy A
(Influenza A virus - TAV) w fermach $win. Pozwoli to na latwiejsze badania w zakresie
epidemiologii 1 zmiennos$ci genetycznej tego wirusa. Wirus grypy odgrywa u §win wazng rolg
zarowno jako pierwotny, jak i wtorny czynnik zakazny uktadu oddechowego. Badania beda
dotyczyly mniej poznanego aspektu grypy, to jest zakazen enzootycznych, ktore przebiegaja ze
stabo wyrazonymi objawami klinicznym lub wrecz bezobjawowo. Zakazenia subklinicznie w
stadach $win, niekiedy przy udziale kilku podtypoéw IAV, stwarzaja ryzyko pojawienia si¢
nowych wariantéw wirusa o trudnych do przewidzenia wtasciwos$ciach. Poniewaz monitoring
z wykorzystaniem badania wymazéw z nosa z ferm zakazonych subklinicznie jest
problematyczny ze wzgledu na trudnosci z klinicznym rozpoznaniem choroby, bardzo stabo
wyrazone objawy oraz krotkotrwate siewstwo, w swoich badaniach proponujemy oceng
mozliwo$ci zastosowania badan plynu ustnego testem real time RT-PCR do wykrywania i
typowania wirusOw grypy z polskich fermach $win. Cele prowadzonych badan to ocena
przydatnosci badania ptynu ustnego §win w diagnostyce i typowaniu wirusOw grypy, ocena
profili krazenia wirusa w réznego typu fermach, a takze ocena zmiennosci genetycznej [AV u
swin w Polsce. W projekcie planowana jest realizacja czterech duzych zadan badawczych. W
zadaniu 1 zostang uzyskane wymazy z nosa i ptyn ustny od zwierzat z kilku ferm zakazonych
IAV. Probki beda zbadane w real time PCR do wykrywania IAV. Nastepnie dodatnie probki
beda badane testami multiplex real time PCR do typowania IAV. Pozwoli to na poréwnanie
czulo$ci typowania wirusow w obu rodzajach materiatu. Z wybranych probek zostanie
wykonana amplifikacja kompletnych segmentéw genomu. Amplikony segmentéw oraz cDNA
z wysoko dodatnich probek (Ct<20) beda poddane sekwencjonowaniu w NGS we wspotpracy
z wiodgcymi europejskimi laboratoriami?. Efektem tego bedzie opracowanie wytycznych
optymalnej procedury sekwencjonowania IAV z wymazéw z nosa i plynu ustnego §win. W
zadaniu 2 planuje si¢ uzyskanie probek z réoznych grup wiekowych swin z 60 ferm. Probki beda
badane jak wyzej opisano, co pozwoli na ocen¢ rozprzestrzenienia zakazen IAV, szczeg6lnie
w fermach zakazonych subklinicznie, oraz na okreslenie dominujacych podtypéw. W zadaniu
3 wybrane probki bedg poddawane sekwencjonowaniu NGS wedtug procedur opracowanych
w zadaniu 1, a uzyskane sekwencje nukleotydowe beda poddane szczegdétowym analizom
bioinformatycznym. Ostatnie, zadanie 4, polega¢ bedzie na analizie r6znorodno$ci genetycznej
polskich szczepéw TAV z ferm $win o roznej wielkosci, lokalizacji geograficznej, typach
produkcji, sezonie probkowania i statusie szczepien przeciwko IAV. Ponadto planowana jest
analiza i porownanie aktualnych sekwencji nukleotydowych szczepow IAV z Polski, Danii,
Niemiec, Francji, Hiszpania i Wtochy. Wynikiem projektu bedzie opracowanie skutecznych
procedur wykrywania i typowania IAV w plynie ustnym $§win. Badania zmienno$ci IAV nie
byty dotychczas prowadzone w Polsce na takg skale i nie dotyczyly badania wiruséw z ferm
zakazonych enzootycznie. Dane uzyskane w trakcie realizacji projektu beda mialy réwniez
znaczenia dla ogolnej wiedzy na temat zmienno$ci wirusoOw grypy w Europie 1 pozwolg na
okreslenie roli migdzynarodowego transportu Zywych §win w ewolucji wirusa.



