VYZKUMNY USTAV
e VETERINARNTIHO

LEKARSTVI, v.v.i.

FUNKCNI VZOREK

Metodicky postup analyzy vzorku zeminy
na pritomnost DNA viru
afrického moru prasat

Mgr. Magdaléna Krasna
Mgr. Petra Vasickova, Ph.D.




Funkéni vzorek 5703/2019

Metodicky postup analyzy vzorku zeminy na pritomnost DNA viru afrického moru
prasat

Autori

Mgr. Magdaléna Krasna
Mgr. Petra Vasickova, Ph.D.

Funkéni vzorek byl vytvoien v ramci projektu Ministerstva zemédélstvi QK1920187

2019

ISBN 978-80-88233-82-4



Obsah

Lo VOt 3

2. Predme@t funkEniho VZOTKU .......cooiiiiiiiiiciie ettt e 4

3. Popis funkeniho VZOTKU ..........ooiiiiiiiiiii e 4
3.1.  Metodika funkEniho VZOTKU........cccccoiriiiiiiiiiiiii e 4
3.1.1.  Ptiprava vzorkli zeminy a izolace DNA .........cccoiiiiiiiiiieeieecee e 4
3.1.2. Detekce a kvantifikace kmene CAPM V-402...........coovivieiiiiniiienieeeiee e 4
3.1.3. Detekce a kvantifikace genomu ASFV ......ccccooiiiiiiiiiieeeeeeeee e 5
3.1.4. Kbvantifikace izolované DNA kmene CAPM V-402 a ASFV, stanoveni u¢innosti
a limitu detekce MEtOAIKY .....cccueiiiiiiiiiiiiii e 6
320 VPSIEAKY ittt ettt et e et e st e e 6
3.2.1. Izolace DNA kmene CAPM V-402 a ASFV ze vzorkli zeminy..........c.ccccevveerureennns 6
3.2.2.  Limit detekce vybrané metody izolace DNA ze vzorkil zeminy ............ccccceerueennee. 7

3.2.3.  Vyjadrfeni vysledku stanoveni mozné piitomnosti DNA ASFV v daném vzorku... 8

4. Srovnani ,,;NOVOSH POSTUPU ... ..viiiiiieeiiieeiieeeiiee ettt e eieeesteeesbeeesbeeesereeessseeensseeensseeesneennns 8
5. Uplatnéni funk€niho VZOTKU .........cooiiiiiiiiiii e 9
6.  EKONOMICKE QSPEKLY ....eoiiuiiiiiiiiiiieiie ettt ettt et e et e e e s 9
7. Seznam POUZILE TLETALUTY ....ccc.eeiiiiiiiiieiiiieeitee ettt ettt et e st e et e e et eeeabeesaaeeeaeees 9



1. Uvod

Africky mor prasat patii mezi vyznamné virové onemocnéni Celedi Suidae. U infikovanych
prasat domécich idivokych (Sus scrofa f. domestica, Sus scrofa) je pozorovano vysoké
procento umrtnosti. Pivodcem je obaleny virus, jehoZ genom je tvofen dvéma vldkny DNA a
ktery je tfazen do rodiny Asfarviridae (Dixon et al. 2005). V evropskych zemich dochazi
k pfenosu onemocnéni zejména piimym kontaktem zdravych zvitat s infikovanymi ¢i nepiimou
cestou — kontaminovanym krmivem, prostiedim (obleCeni, boty, néstroje nebo transportni
vozidla), kaddvery uhynulych jedinci ¢i masem a masnymi vyrobky. Dalsi zptsob pienosu
(tzv. sylvaticky) je pozorovdn zejména na tzemi Afriky a jsou do néj zapojeni kliSt'dci rodu

Ornithodoros (Penrith and Vosloo, 2009; Guinat et al., 2016). Virus neni pfenosny na ¢loveka.

Virus afrického moru prasat (ASFV) patii mezi odolné viry, které jsou schopné dlouhou dobu
perzistovat v prostiedi mimo hostitelsky organismus; pii 0 °C az 4 °C po dobu nékolika mésicii.
Virus je schopen zlstat v infekénim stavu pfi opakované zamrazeni a rozmrazeni, pfi teploté
56 °C je stabiln{ az jednu hodinu (Mazur-Panasiuk et al., 2019). Zarovei infek¢&ni virové ¢astice
odolédvaji pH v rozmezi 4 az 13 (Plowright and Parker, 1967). Ptitomnost tohoto viru byla
prokdzana v pud¢, kam se dostal z krve ¢i exkrementl infikovaného jedince nebo z kaddveru
(Nurmoja et al. 2018). Kowalenko et al. (1972) prokdzal infekéni AFSV po dobu 81 dni

v zahradni 1 v lesni zeminé.

Proti onemocnéni doposud neexistuje icinnd 1é¢ba a neni dostupnd vakcina. O to vétsi je jeho
socio-ekonomicky na chovy prasat domadcich (Tulman and Rock, 2001). Identifikace

potencidlniho zdroje ndkazy je proto kliCova.



2. Piredmét funkéniho vzorku

Cilem funk¢niho vzorku bylo zavedeni u¢inné metody pouzitelné k rychlé analyze vzorkt

zeminy na piitomnost genomu ASFV.

3.  Popis funk¢niho vzorku

3.1. Metodika funkéniho vzorku

Analyzy a jejich optimalizace spojené s infekénim ASFV je nutno provadét v laboratofich se
stupném zabezpeceni 3 (BL3), coz mlze plisobit urcitd casova i metodickd omezeni. Z tohoto
divodu byl pfi optimalizaci a zavedeni metody analyzy pudy zvolen postup bézné vyuzivany
pfi experimentech s viry, které jsou problematicky kultivovatelné na bunécnych liniich. Byl
vybran tzv. ndhradni virus, jehoZ vlastnosti (napf. genom a pfitomnost obalu) jsou podobné
ASFV, s nimZ je moZno pracovat v laboratofich se stupném zabezpeceni 2 a Ize ho bez
problému kultivovat na bunécnych liniich. K tomuto tdc¢elu byl proto vybran bovinni herpes

virus 1 (BHV 1; kmen CAPM V-402).

3.1.1. Piiprava vzorka zeminy a izolace DNA

Dle lieratury byly vybrany Ctyii mozné pfistupy k izolaci virové DNA ze vzorkii zeminy.
Navazka péti gramt ¢i 250 mg zeminy byla uméle kontaminovédna definovanym mnoZstvim
kmene CAPM V-402 (4x10° genomovych ekvivalentii; kvantifikace dle gPCR). Na zaklad&
vysledkli byla vybrana nejhodnéj$i metoda analyzy; pfi vybéru bylo ptihlédnuto k navazce
analyzovaného vzorku, ¢asové naroCnosti, i¢innosti a proveditelnosti metody v BL3 (tabulka
1). Kazda z uvedenych metod byla ovéfena ve tfech opakovanich. U vybrané metody byly
nasledné provedeny modifikace, které vedly ke sniZeni vyskytu inhibici reakce qPCR, byl u ni

stanoven limit detekce a byla ovéfena na genomu ASFV (tabulka 2).

3.1.2. Detekce a kvantifikace kmene CAPM V-402

Za ucelem kvantifikace kmene CAPM V-402 byla zavedena a optimalizovdna polymerdzova
fetézova reakce v redlném cCase (QPCR). K pritkazu specifické oblasti genomu BHV 1 byly
vybrany specifické oligonukleotidy (primery a sonda) dle publikace Chandranaik et al. (2013).
K systému byla k rozliSeni faleSné negativnich (inhibovanych) a skute¢né¢ negativnich vzorki

ve formé palzmidové DNA pfiddna interni amplifikacni kontrola (IAC) dle Slana et al. (2008).
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Amplifikace a detekce fluorescence byla provedena na pfistroji LightCycler 480 Instrument
(Roche Molecular Diagnostics) a nasledujici analyza s pouzitim “Fitpoint analysis” programu
Light Cycler 480 Software release 1.5.0 (verze 1.5.0.39). Mnozstvi CAPM V-402 bylo
stanoveno na zdklad¢ kvantifika¢niho standardu (plazmidové DNA; koncentrace 1x10°, 1x10°,

1x10% 1x10°, 1x10% a 1x10" kopii/ul).

Plazmidovd DNA byla pfipravena naklonovanim PCR produktd ziskanych pomoci primerii
specifickych pro BHV 1 a IAC do pDrive Cloning Vector (Qiagen), ktery byl transformovan
do chemokompetentnich bunék Escherichia coli. Po selekci pozitivnich kolonii a pomnoZeni
byly plazmidové inzerty ovéfeny sekvenovanim a zdkladé zméfenych koncentraci byly

nafedény na pozadované koncentrace.

3.1.3. Detekce a kvantifikace genomu ASFV

K prikazu a mozné kvantifikaci genomu ASFV byla zavedena a optimalizovana qPCR, kterd
vychdzela ze standardniho operacniho postupu Evropské referencni laboratote pro africky mor
prasat (Gallardo and Nieto, 2018). K systému byla pfidana IAC dle Slana et al. (2008). gPCR
byla provedena v celkovém objemu 20 ul: 10 pl of LightCycler 480 Probes Master (Roche
Molecular Diagnostics), 10 pmol primera King-s, King-a, IAC F a IAC F, 4 pmol sondy King-
probe, 2 pmol sondy IAC P, 0,2 U Uracil DNA Gylcosylase (Roche), 10° IAC a 5 pl templatové
DNA. Amplifikace a detekce fluorescence byla provedena na pfistroji LightCycler 480
Instrument (Roche Molecular Diagnostics) za nasledujicich podminek: denaturace pii
95 °C/4 min s nésledujici amplifikaci pti 95 °C/10s a 58 °C/30s, 45 cykli. MnoZstvi
dekovaného ASFV (genomovych ekvivalentll) bylo stanoveno na zdklad¢ kvantifikacniho
gradientu (plazmidova DNA; koncentrace 1x10°, 1x10°, 1x10%, 1x10°, 1x10% a 1x10" kopii/pl)
a programu Light Cycler 480 Software release 1.5.0 (Fitpoint analysis, verze 1.5.0.39).

Plazmidovd DNA byla pfipravena naklonovanim PCR produktd ziskanych pomoci primerii
specifickych pro ASFV a IAC do pDrive Cloning Vector (Qiagen), ktery byl transformovén
do chemokompetentnich bunék Escherichia coli. Po selekci pozitivnich kolonii a pomnoZeni
byly plazmidové inzerty ovéfeny sekvenovanim. Na zdkladé¢ zmeéfenych koncentraci byly

nafedény na pozadované koncentrace.



K zavedeni a optimalizaci qPCR byl pouzit kmen Ba71V ASFV, systém byl nasledné ovéren

na terénnich vzorcich, které pochazely z vyskytu afrického moru prasat v okrese Zlin.

3.1.4. Kvantifikace izolované DNA kmene CAPM V-402 a ASFYV, stanoveni ucinnosti

a limitu detekce metodiky

Ke kazdému qPCR experimentu byl pfiddn kvantifikaéni gradient (koncentrace 1x10°, 1x10°,
1x10% 1x10%, 1x10? a 1x10' kopii plazmidové DNA/ul). Podle p¥isluiné kalibra¢ni kfivky byla
provedena absolutni kvantifikace cilové DNA pro kazdy analyzovany vzorek. MnoZstvi
prokdzanych cilti ve vzorku bylo stanoveno dle vzorce:

Nkopii DNA* = (N kopii DNA ve stanovovaném vzorku**/5) x y

* - celkovy pocet kopii DNA (genomovych ekvivalenti) BHV1/ASFV v celkové izolované DNA
X - pocet kopii cile v reakci (QPCR)
y — mnoZzstvi, do kterého je eluovédna izolovand nukleova kyselina (uddvéno v pl, v popsané metodé 100 pl)

Stanoveni tc¢innosti vybrané metody bylo provedeno dle vzorce:
ucinnost izolace (%) = Nkopii DNA*/z x 100

* - pocet kopii DNA pro BHV1/ASFV v celkové izolované DNA
z — mnoZstvi genomovych ekvivalentt BHV1/ASFV, kterym byl vzorek uméle kontaminovan

Limit detekce vybrané metody byl stanoven na zdkladé umclé kontaminace 5 g zeminy
mnoZzstvim viru definovanym na zdkladé¢ qPCR. Nasledn¢ byla proveden izolace DNA, gPCR
a vypocty dle vyse uvedenych vzorcii. Vzorek byl povazovan za pozitivni, pokud byl zachycen

fluorescencni signdl alespoil v jednom z duplikétii qPCR reakce.
3.2. Vysledky

3.2.1. Izolace DNA kmene CAPM V-402 a ASFV ze vzorkii zeminy

s 2z

Ackoli nejvyssi dcinnost izolace DNA ze vzorka zeminy byla zjiSténa u metody ¢.4, vzhledem
k malé navazce vzorku (250 mg) byl ze Ctyi navrzenych postupti vybran postup €. 3 (tabulka
1). V ramci vybrané metody izolace DNA byly nasledn¢ provedeny modifikace, které omezily
vyskyt inhibici qPCR (fale$né negativnich vzorkl). Vybrand metoda byla provedena dle
nasledujiciho popisu. K 5 g zeminy (uméle kontaminované) bylo pfiddano 45 ml glycinového
pufru (glycin 0,25M pH 9,5). Nésledné byly vzorky inkubovény za stalého tiepani pii pokojové
teploté¢ po dobu 40 min a podrobeny centrifugaci pfi 1 800xg/15 min/4 °C. K odebranému
supernatantu byly pfidany cca 2 dily roztoku PEG 6000 (30%), NaCl (1,6 M), nasledovala opét



inkubace za stdlého tfepani po dobu 2 hod pii teploté 4 °C a centrifugace pii 11 000xg/20
min/4 °C. Vznikla peleta byla resuspendovéana ve 200 pl injekéni vody.

Vlastni izolace virové DNA byla provedena komeréné dostupnou soupravou Quick-DNA™
Fecal/Soil Microbe Microprep (Zymo research). K peleté resuspendované ve 200 pl injek¢ni
vody bylo pfiddno 750 ul Bashing bead pufru a vzorek byl homogenizovan (vortex, 2 x 30 s).
Nésledoval postup piecisténi DNA dle ndvodu vyrobce. Vzorek byl eluovan do celkového

objemu 100 pl.

Vzorky izolované DNA byly ihned po izolaci podrobeny qPCR (podminky reakce popsané
vyse). Kazdy vzorek byl v qPCR analyzovan v duplikatu.

Tabulka 1: Pouzité metody k izolaci DNA ze vzorkli zeminy a jejich primérné tc¢innosti

Metoda U¢innost (%) Citace

Metoda 1 14,27 Towe et al. 2011

Metoda 2 14,12 Fatima et al. 2014

Metoda 3 60,26 Martin-Diaz and Lucena 2018

Metoda 4* 89,39 Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe Microprep

* pouzita navazka vzorku pouze 250 mg

3.2.2. Limit detekce vybrané metody izolace DNA ze vzorki zeminy

Za tucelem stanoveni limitu detekce vybrané metody byly vzorky uméle kontaminovany
definovanym mnoZstvim cilovych agens (kvantifikace dle gPCR; 4x10°, 4x10%, 4x10°%, 4x10?
a 4x10' genomovych ekvivalentli/vzorek). Stejnym mnoZstvim bylo vidy uméle
kontaminovdno osm vzorkil. Limit detekce byl specifikovdn jako nejniZ$i mnoZstvi
stanovenych agens se 100% pravdépodobnosti (tabulka 2). Dle téchto parametrti byl limit

detekce vyse uvedené metody stanoven na 400 genomovych ekvivalenti DNA cilovych agens.



Tabulka 2: Stanoveni limitu detekce vybrané metody

Umélé kontaminace Ziskané mnozstvi  Celkovy pocet Priimérna dc¢innost
Primér SO vzorkii/pocet (%)
pozitivnich vzorkl

400 000 65448 43755  8/8

40 000 7 654 8904  8/8
4 000 1709 682  8/8 35,1

400 324 165  8/8

40 214 241 8/5

3.2.3. Vyjadreni vysledku stanoveni mozné pritomnosti DNA ASFV v daném vzorku

Hodnoceni experimentu probihd v prostfedi softwaru LightCycler software (version LCS480
1.2.0.169) pomoci ,,Fit point* analyzy (kandl FAM DNA ASFV) a druhého deriva¢niho
maxima (kandl Cy5 DNA IAC). Pifepocet mnozstvi DNA ASFV ve vzorku je nutno vzdy
provadét podle kvantifika¢niho gradientu v daném experimentu. Kvalitativni hodnoceni 1ze

provadét dle tabulky 3.

Tabulka 3: Kvalitativni hodnoceni vysledkti gPCR
Fluorescence DNA ASFV Fluorescence IAC

(Kanil FAM) (Kanil Cy5) Celkovy vysledek
Pozitivni Pozitivni DNA ASFV pozitivai
Pozitivni Negativni DNA ASFV pozitivni
Negativni Pozitivni DNA ASFV negativni
Negativni Negativni Inhibice qPCR*

* vzorek je nutno 10 x a 100 x natedit a podrobit qPCR, pokud i v tomto piipadé je reakce inhibovéna, je nutno
opakovat izolaci nukleové kyseliny ze zdsobniho vzorku.

4.  Srovnani ,,novosti postupi‘

V soucasné dobé¢ je dostupné pouze limitované mnozstvi publikaci, které se zabyvaji izolaci
virovych nukleovych kyselin ze vzork pudy. Schopnost perzistence ASFV v pudé byla
prokdzand jiz v roce 1972. Dosud vSak nejsou dostupné novéjsi publikace nebo metody, které

by se zabyvaly izolaci a detekci ASFV pravé ve vzorcich zeminy.



5.  Uplatnéni funkéniho vzorku

Dle soucasnych opatteni, pokud je v chovu prasat domécich prokazana ptitomnost afrického
moru prasat, je nafizena okamzZitd, radikalni likvidace celého chovu. V piipadé prasat divokych
je fizen jejich zvySeny odstiel. Obzvlasté u prasat divokych hrozi §ifeni ndkazy prostfednictvim
kadaverti a jimi kontaminovanym prostfedim. Nami piedloZeny metodicky postup nabizi

citlivou a rychlou metodu analyzy vzorkti zeminy na piitomnost DNA ASFV.

6. Ekonomické aspekty

V souCasném dob¢ nelze ekonomické aspekty odhadnout. Cena analyzy jednoho vzorku
vychdzi ptiblizn¢ 744 K¢ bez DPH. Tato Castka se samoziejmé bude odvijet od mnozstvi

analyzovanych vzorku.

Dedikace

Funk¢ni vzorek byl vytvofen v rdmci projektu Ministerstva zeméd¢€lstvi QK1920187.
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