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1. Uvod

Viry jakozto piivodce nebezpecnych onemocnéni piedstavuji hrozbu pro clovéka i dalsi
zivoCi$né druhy [1, 2]. Zakladni podminkou pro uspésné zastaveni virové epidemie/epizoocie
je identifikace nakazenych jedinct a jejich nasledna izolace. Z tohoto diivodu je nutné hledat
snadné a rychlé zpiisoby, jak stanovit moznou pfitomnost nebezpecnych agens v dostupném
biologickém materialu. Africky mor prasat (ASF; African swine fever) se vyznacuje vysokou
letalitou dosahujici az 100 % u vnimavych jedincti. Onemocnéni se projevuje hemoragickou
horeckou, cyanotickymi skvrnami na kiizi a krvacenim na sliznicich a orgénech. Pivodcem
onemocnéni je virus afrického moru prasat (ASFV;African swine fever virus), obaleny virus
z ¢eledi Asfarviridae [3, 4]. Jeho nukleoproteinové jadro ma primér 70—100 nm a vnéjsi obal
jeho virionu 175-215 nm. Genom viru ASF se sklada z jedné molekuly dvouvlaknové DNA a
obsahuje 170194 tisic part bazi, které koduji vice nez 150 proteint [4]. Dokéze piezit dlouhou
dobu na materialech biologického ptivodu. Castym zdrojem nakazy proto byvaji kadavery ¢i
nedostatecné tepelné upravené potraviny obsahujici veptfové maso. Virus dobte odolava chladu.
V chlazeném mase pteziva az n€kolik tydnt, za vyssi teploty (pfi 60 °C) je inaktivovan za 20
min [5].

Uhynula nebo utracena prasata v souvislosti s ASFV v jednotlivych letech
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Obr. 1 Graf zobrazujici rocni pocet prasat domdcich i divokych nakazenych africkym morem prasat ve
sledovanych kontinentech. Data prevzata od FAO

V Evropé za celou dobu vyskytu ASF (do 18. 6. 2020) na nadkazu uhynulo nebo bylo utraceno
celkem 1 383 372 prasat divokych i domacich [6] (Obr. 1). V Asii je naopak situace vyrazné
odli$na, nebot” ASF se zde vyskytuje pifedev§im v chovech prasat domacich. Za celou dobu
vyskytu (do 18. 6. 2020) ASF zde v souvislosti s ndkazou uhynulo nebo bylo utraceno 6 733
791 kust [7]. Proti ASF v sou€asné dob¢ neexistuje vakcina. Vyskyty ohnisek ASF maji tedy
velké socioekonomické dopady. V ohniscich vyskytu se ¢asto musi pfistupovat k likvidaci
chovil. Z tohoto diivodu je zapotiebi najit na ASF snadnou a rychlou metodu detekce, ktera
bude pouzitelna pro praci v terénu, tj. pfimo na farmach [8].
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K tomu mohou byt vhodné elektrochemické metody, které vykazuji potencialné dostateCnou
citlivost k prikazu ASFV i bez amplifikace virové DNA [9-11]. V soucasné dob¢ jiz existuji
tisténé elektrody, které jsou ve formé detektorti, testli apod. pouzivany mimo laboratorni

prostredi [9, 11, 12]. Pravdépodobny cyklus pfenosu viru afrického moru prasat je zobrazen na
Obr. 2.
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Obr. 2 Pravdeépodobny cyklus prenosu viru afrického moru prasat. S prirozenym cyklem cirkulace viru
v populaci prasete divokého, na jatkach, ve stravovacim systému a farmdch.

2. Cil funk¢niho vzorku

Cilem funk¢niho vzorku bylo zavedeni ucinné elektrochemické metody pouzitelné k rychlé
analyze vzorkl na pfitomnost DNA ASFV.
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3. Popis funkéniho vzorku

3.1 Metodika funk¢éniho vzorku

Detek¢ni metoda je zaloZena na zaklade oxidacnich vlastnosti nukleovych bazi DNA. Diky nim
jsme schopni pomoci chronopotenciometrické analyzy (CPSA, pii vhodném aplikovaném
proudu) jeji piitomnost detekovat i ve velice malém mnozstvi (fadové 10° az 10° genomovych
ekvivalent; GE)/ul izolované NK), Obr. 3.
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Obr. 3 Zména signdlu piku H v zavislosti na case meéreni pro vzorky DNA o koncentracich 5 ug/ml (4) a 10
ug/ml (B)

Modelové vzorky byly pfipraveny rozpusténim DNA ve vod¢ v koncentracich (0,1-10 pg/ml).
Pro izolaci DNA ze vzorkl a jeji oddéleni od pfipadnych nezadoucich latek, které by mohly byt
obsazeny v biologickych vzorcich, byla pouzita technika adsorptivniho pienosu. DNA byla
selektivné zachycena na povrch zlatem modifikovanych superparamagnetickych nanocastic
oxidu zZelezitého (Au-SPION) [12].

3.1.1 Priprava vzorki a zachyceni DNA

Byly vytvofeny modelové vzorky roziedénim koncentrovaného roztoku DNA v deionizované
vod¢ s rezistivitou 18,2 MQ-cm (voda). Vzorky byly zfedény na koncentrace 10, 1 a 0,1 pg/ml,
vytvoieny byly i1 kontrolni vzorky o koncentraci 0 pg/ml DNA. Jako povrch pro izolaci DNA
byly ptipraveny Au-SPION. 5 mg Au-SPION bylo v prostiedi fosfatového pufru (NaH2POg,
NaCl; pH 7; 0,15 M) ponoteno do ultrazvukové 1azné (45 kHz; 25 °C) na dobu 20 min. Tim
doslo k modifikaci Au-SPION Na* kationty. Diky tomu na né miize byt navazana DNA.
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3.1.2 Detekce a kvantifikace

K detekci byla pouzita chronopotenciometricka rozpoustéci analyza (CPSA) probihajici v
prostfedi Mcllvainova pufru (kyselina citronova; Na;HPOs; pH 5,9; 0,2 M) na pfistroji
AUTOLAB 101 v kombinaci s VA Stand 663. Analyza probihala v tfielektrodovém zapojeni,
pracovni elektroda — visici rtutova kapkova elektroda (hanging mercury drop electrode,
HMDE) s povrchem 0,4 mm?, referen¢ni elektroda — Ag/AgCl/3 M KCl a pomocna elektroda
— grafit. Pii CPSA dochazi za pritomnosti DNA ke vzniku katalytického signalu piku H a to 1
pti velice nizkych koncentracich DNA v analytu. Za Gi¢elem zvySeni citlivosti metody byla pfi
meéfeni vzorkl pouzita technika adsorpcniho pfenosu (Obr. 4). Pii meéfeni technikou
adsorpéniho pfenosu je vzorek nanesen na parafilm. Pracovni elektroda je ponofena ptimo do
vzorku a je ponechdn urcity Cas (¢as akumulace), aby se DNA ze vzorku adsorbovala pfimo na
povrch pracovni elektrody. Nasledné je modifikovana elektroda oplachnuta, aby se odmyly
nenavazané nizkomolekuldrni latky. Nasledné métfeni probiha jiz jako pfi bézné voltametrii.
Vyhodou techniky adsorpéniho pfenosu je moznost pouZiti vyrazné niz§itho mnozstvi vzorku
(pouze 5 ul) [13, 14].
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Obr. 4 Schéma adsorbcniho prenosu DNA. Podrobnosti jsou uvedeny v praci Palecek et al.[15]

3.1.3 Detekce a kvantifikace DNA ASFV

Mgéfteni vzorkli s genomovou DNA ASFV probihala stejné jako u modelovych vzorkli DNA.
Tato méfeni vSak jiz probihala jen s optimalizovanymi parametry (140 s, 5 ul, 10 pA). Detekce
DNA ASFV probihala celkem na 30 vzorcich, z toho 6 kontrolnich vzorki s nulovou
koncentraci DNA. Jednalo se o modelové vzorky ptipravené rozpusténim DNA ASFV ve vodé.
Kvantifikace izolované DNA, stanoveni uc¢innosti a limitu detekce metodiky. Za ucelem
stanoveni u¢innosti této metodiky bylo pfipraveno 60 vzorki o riiznych koncentracich (10, 1,
0,1 a 0 pg/ml), ty byly pak méfeny a rozdélovany do skupin, do kterych podle namétenych
hodnot nalezely. Na zaklad€ spravnosti tohoto rozfazeni byla stanovena ucinnost. Déle byl
zjisStovan limit detekce (LOD), ten se rovna trojndsobku Sumu, tedy hodnoté pii nulové
koncentraci.

3.2 Vysledky

Za ucelem zvySeni senzitivity metody byla CPSA pouzita pti detekci DNA optimalizovana.
Provedli jsme fadu experimentalnich méfeni, abychom zjistili, jaké parametry CPSA ovliviiuji
detekci DNA [16]. Zjistili jsme, Ze vyska piku H a to, zda pik viibec vznikne, je ovlivnéno tfemi
faktory: 1) velikost proudu pouZité¢ho pro analyzu, 2) délka trvani analyzy a 3) koncentrace
DNA.
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ad 1) Byly zmétfeny razné koncentrace DNA pii rozdilnych aplikovanych proudech. Byla
meétena zavislost vySky signalu na velikosti aplikovaného proudu. Byly pouzity vzorky DNA
o koncentraci 1 pg/ml pfi Case trvani analyzy 360 s pro vzorky métené s proudem 1, 2 a 3 pA.
V ptipadé aplikace proudu 4, 5, 10 a 15 pA byl ¢as analyzy 180 s (Obr. 3). Zjistili jsme, Ze u
raznych koncentraci DNA, je vhodny proud pro ziskani signalu piku H kriticky. Pti pouziti
vyss§iho aplikovaného proudu byla pozorovana nizsi citlivost detekce DNA. Zejména u nizsich
koncentraci DNA pik H (u pfili§ vysokych proud viibec nevznikal). Zjistili jsme, ze pro
koncentrace < 10 pg/ml DNA je vhodny proud kolem 10 pA. Tyto koncentrace DNA
o¢ekavame ve vzorcich zvifat, proto jsme dale méfili s proudem 10 pA.
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Obr. 5 Zmeny signalu piku H pri riznych aplikovanych proudech pri ¢asech méreni 360 s (A) a 180 s (B)

ad 2) Druhym faktorem ovliviujicim vysledny signal byla délka trvani analyzy. Pii ptilis
kratkém Casu méfeni byla zména potencialu v Case tak malé, Ze po nasledné derivaci signalu
nebyl ziskan pik. Vytvofili jsme zavislost vysky signalu piku H na dobé€ trvani analyzy. Méteni
probihala pii 15 pA na vzorcich o koncentraci 5 a 10 ug/ml DNA (Obr. 5). Méfeni probihala
pfi trvani analyzy 120, 180, 240, 300 a 360 s. Zjistili jsme, Ze minimalni ¢as pro vyhodnotitelny
signal katalytické reakce, tedy fadné vykresleni piku, je 180 s ¢i 240 s. Pii prodluzovani ¢asu
analyzy se sice dale zvySoval signdl DNA, nicméné jsme jiz nepozorovali zddné zlepSeni
v citlivosti. Navic dochazelo k prodluZeni doby nutné ke zméfeni jednoho vzorku.

ad 3) Tietim faktorem ovlivitujicim vysledek je koncentrace DNA. Obecné plati, ze zachovame-
11 pro vSechna méfeni stejny proud a €as. Pro pochopeni chovani signalu piku H byla provedena
analyza signald piku H DNA (I=10 pA, t= 180 s). Vzorky (pro koncentrace 1-10 pg/ml DNA)
byly méfeny v prostfedi Mcllvainova pufru (2 ml). Zavislost vysky signéalu na koncentraci se
byla linearni (y = 139,01x + 2085,49).
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Obr. 6 Zavislost vysky signalu piku H na koncentraci DNA v analytu

Zjistili jsme, ze CPSA se ukazala byt vhodnou metodou pro prokazani pfitomnosti DNA
v elektrolytu, nebot’ reakce vytvarejici pik H zacina i pti velice nizkych koncentracich DNA
vanalytu (1,5 x 105 GE ASFV/ul izolované nukleové kyseliny). Pii pouziti techniky
adsorpéniho pienosu v kombinaci s CPSA jsme byli schopni dosahnout detekéniho limitu 20
fmol v 10 ul vzorku (Obr. 6).

3.2.1 Izolace virové DNA

Pted vlastnim méfenim je nutné provést izolaci virové DNA z analyzovanych vzorka. K tomuto
ucelu Ize vyuzit standardni operacni postupy (SOP), které jsou uvedeny na webovych strankach
evropské referen¢ni laboratote pro africky moc prasat (https://ast-
referencelab.info/asf/en/procedures-diagnosis/sops). Pro vzorky masa a masnych vyrobki lze
vyuzit metodu izolace DNA ASFV v matricich masa a masnych vyrobku [17], k analyze
zeminy metodického postupu analyzy vzorkli zeminy na ptitomnost DNA ASFV [18].

3.2.2 Zachyceni DNA na povrch nanoé¢astic

Byla zkouména uspéSnost vazby pfi riznych podminkach. Za ucelem urychleni modifikace
jsme se zabyvali dobou nutnou pro modifikaci ¢astic. Byly sledovany rizné doby interakce (30,
60, 120, 180, 300 s) pfi relativné vysoké koncentraci 10 ug/ml. Signal DNA byl patrny jiz pfi
dob& modifikace elektrody 60 s. Pro zvySeni citlivosti 1 pfi fadove nizsich koncentracich byla
metoda optimalizovéana pii delSich casech interakce DNA s ¢asticemi (5, 15, 30 a 60 min).
Uvolnéni DNA z promytych ¢astic do 50 pul Mcllvainnova pufru (kyselina citronova; Na,HPOy;
pH 5,9; 0,2 M) probihalo pomoci tepla za teploty 100 °C. Byly zkoumany rizné parametry:
délka tfepani (5, 15, 30 a 60 min) a otacky (350 rpm a 1000 rpm). Pro izolaci DNA byl na
zaklad¢ optimalizacnich méfeni stanoven tento postup: podle standardniho operacniho postupu
byly pfipraveny Au-SPIONs jako povrch pro izolaci DNA. 5 mg Au-SPIONSs bylo v prostiedi
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fosfatového pufru (NaH,PO4, NaCl; pH 7; 0,15 M) ponoteno do ultrazvukové 1azné (45 kHz;
25 °C) na dobu 20 min. Tim do$lo k modifikaci Au-SPIONs Na® kationty. Diky tomu na né
mohla byt navazana DNA. K vazbé DNA dochdazelo pfti stalém michdni 0,5 mg Au-SPION v
500 pl vzorku po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Po navazani DNA byly vzorky 3x
promyty fosfatovym pufrem — smés Castic a pufru byla umisténa na tfepacku (300 rpm, 90 s,
25 °C), nasledné byly ¢astice zachyceny pomoci magnetu a puftr s piipadnymi necistotami se
odsal. DNA z promytych ¢astic byla tepelné uvolnéna, pii teploté¢ 100 °C byly vzorky tfepany
pti 350 rpm po dobu 15 min. Pfi navySeni otacek nedochézelo k urychleni uvoliiovani.

3.2.3 Limit detekce vybrané metody izolace DNA ze vzorki

Pro ur¢eni LOD (limit of detection; limit detekce) a LOQ (limit of quantification; limit
kvantifikace) virové DNA byla pfipravena fada koncentraci (n = 10). Kazdy vzorek byl méten
v opakovanich (n = 5) pfi proudech 15, 10 a 5 pA v ¢ase méteni 180 s. Vzorek byl vzdy
akumulovan z 5 pl. Statistickd analyza vypoctu LOD byla provedena metodou ISO. Pri
optimalizovanych parametrech CPSA — trvani analyzy 140 s a proudu 10 pA jsme dosahovali
LOD (1,5 x 10° GE ASFV/ul izolované nukleové kyseliny).

3.2.4 Pritomnosti DNA ASFYV ve vzorku

Spolehlivé (tj. ve 100 % ptipadil) bylo mozné odlisit kontrolni (negativni a pozitivni) vzorky.
Pro stanoveni pritomnosti DNA ASFV ve vzorku se tedy tato metoda jevi jako spolehliva.
Metoda nepracuje s amplifikaci nukleové kyseliny, ktera vyzaduje vybavenou laboratot. Dale
diky vyuziti elektrochemické detekce je pti dalSim vyvoji moZzno pouzit tiSténych elektrod,
¢imz by vznikl senzor. Diky eliminaci amplifikace nukleové kyseliny vyrazné zkrati vysledny
¢as nutny pro detekci (Obr. 7).
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Obr. 7 Typicky CPSA signal (pik H) dsDNA (1 ug/ml), zakladni elektrolyt (Cerna cara) pri case méreni 120 s. Byl
testovan CPSA pik H v pritomnosti a nepritomnosti dsDNA (n = 10).

4. Srovnani novosti postupii

V soucasnosti se k detekci pfitomnosti virové nukleové kyseliny pouZziva zejména PCR detekce.
Kromeé toho existuji 1 jiné testy (lateral flow assay), které jsou vyrazné€ rychlejsi a méné naro¢né
na zazemi, dosahuji vSak horSich detekénich limitt.

5. Uplatnéni funkéniho vzorku

Dle soucasnych protiepidemickych opatieni, pokud je v chovu prasat domacich prokdzana
ptitomnost ASFV, je nafizena okamzita, radikalni likvidace celého chovu. V piipadé prasete
divokého je fizen jejich zvySeny odstiel. Obzvlasté u prasete divokého hrozi Sifeni ndkazy
prostiednictvim kadaverii a jimi kontaminovanym prostfedim. Nami piedloZzeny metodicky
postup nabizi citlivou a rychlou metodu analyzy vzorkt na pfitomnost DNA ASFV. Casova
naro¢nost provedeni nami navrzeného postupu analyzy DNA je v fadu nékolika minut.

10
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6. Ekonomické aspekty

Ekonomické aspekty nelze u soucasné podoby navrzené metodiky piesné odhadnout. Pfi jejim
spravném pouziti predstavuje znacny piinos pro hodnoceni epidemiologické situace u divoce
zijicich zvitat. Cena analyzy pii kalkulaci provedeného vyzkumu a vyvoje metody by se
pohybovala pro analyzu jednoho vzorku kolem 250 CZK. Samoziejmé tato kalkulovana ¢astka
se odviji od poctu provedenych analyz a od procesu dal$i automatizace a robotizace ptipadné

analyzy. Do nakladii nejsou zahrnuty hardware a lidské zdroje.
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Funk¢ni vzorek byl vytvotfen v ramci feSeni projektu Ministerstva zemédé€lstvi QK 1920113
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